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RESUME

Le sujet de la thése porte sur la biodisponibilité de
l'aluminium dans les eaux douces en relation avec les pluies

acides. Il s'insére dans la problématique de la mobilisation
géochimique de certains métaux qui se produit en méme temps que
ltacidification des eaux de surface. Le but général de ce

programme de recherche est de relier la spéciation de 1l'aluminium
a4 sa biodisponibilité en wutilisant une algue unicellulaire
(Chlorella pyrenoidosa) en milieu de culture défini.

Les objectifs plus spécifiques sont:

1 - de vérifier la capacité du "modéle d'ion libre", ou la réponse
biologique a un métal (M) est fonction de la concentration de 1'ion
libre [M*], pour expliquer la bioaccumulation et la toxicité de

1'aluminium;

2 - de tester 1l'amélioration possible du modéle, en évaluant la
part des formes d'aluminium monomére inorganique, polymére et
organique a l'origine de la toxicité, et en ajoutant le concept de
compétition H'/Al1*> au niveau de la membrane;

3 - d'évaluer la capacité du modéle revisé a prédire la biodis-
ponibilité de 1'aluminium dans les eaux naturelles, notamment en
présence de matiére organique dissoute d'origine naturelle.

»

Etant donné qu'en milieu acide, 1'influence du PH se joue sur
deux niveaux, soit la spéciation du métal en solution et 1la
sensibilité biologique au niveau de la surface cellulaire, et que
ces deux réponses a l'acidification sont antagonistes et ont le
potentiel de s'annuler l'une 1l'autre, on a évalué les effets du pPH
sur les interactions métaux-surface algale selon trois approches:

1- Par titrage des algues, afin de quantifier 1les ligands (L")
disponibles & 1la surface cellulaire a différents PH et ainsi
mesurer 1'importance des interactions entre les ions H' et 1la
surface cellulaire.

2- Par incubation des algues a des pH variant de 7 a 5, en présence
d'un métal (Mn) dont la spéciation ne change pas en fonction du PH,
ce qui a permis de vérifier que les ions H* diminuaient la prise en
charge d'un métal.

3- Par des mesures de perméabilité membranaire, a des pH variant de

7 a 5, et en présence/absence de 1'Al, qui ont mis en évidence la
sensibilité de la barriére membranaire a l'acidification.

Ces trois approches nous ont permis de conclure que la
disponibilité des sites cellulaires ayant le potentiel de lier 1'aAl
diminuait & bas pH, méme si le PH & lui seul (pH 7.0-->4.3)
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n'affectait pas significativement la croissance de Chlorella
pyrenoidosa.

Trois formes d'aluminium ont été testées pour connaitre leur
potentiel de toxicité.

1-) L'aluminium monomere inorganique, pour vérifier si le
modéle d'ion libre (M¥*) pouvait expliquer les résultats obtenus
dans un systéme simple (exempt de ligands organiques ou de formes
polynucléaires) .

2-) L'aluminium polymeére, Alﬂo4unnzj“, puisque dans la
1ittérature on peut trouver des indications tout a fait
contradictoires concernant la toxicité de cette forme métastable
vis-a-vis des producteurs primaires. De plus, considérant la
possibilité de sa présence dans des milieux en récupération
(augmentation du pH apres acidification naturelle ou artificielle),
il nous semblait important de connaitre le potentiel toxique de
cette forme.

3-) L'aluminium organique, Al-acide fulvique, puisque méme si
les effets qualitatifs de la matiére organique sur la toxicité des
métaux sont assez bien connus, rares sont les expériences ou on a
vérifié quantitativement si le modéle de l'ion libre s'appliquait
en présence de la matiére organique naturelle.

“r

Pour mesurer la sévérité de 1la réponse résultant - de
texposition a 1'Al, on a produit des graphiques mettant en
relation la concentration de 1'Al et la réponse observée, soit le
¢ de croissance par rapport au témoin. De cette fagon, on a pu
observer un effet de gamme important, mais qui variait aussi avec

le pH.

Ainsi, on a pu démontrer une toxicité significative, surtout
4 la concentration en aluminium monomere inorganique maximale, pour
chacun des pH testés. De plus, pour une concentration donnée de
1'jon libre, Al*®, cette toxicité augmentait avec le pH. 1ILa droite
résultante de la régression linéaire du pourcentage d'inhibition de
croissance en fonction de la concentration en Al monomere
inorganique devenait de plus en plus plane a faible pH, ce qui nous
suggére qu'il y avait compétition ionique entre les cations Al et
H'. La méme relation a été observée pour les tests avec
1'aluminium polymére, alors que cette derniére forme a toujours été
considérée, jusqu'a tout récemment (1990) , comme étant non toxique.
Plus surprenant encore furent les résultats des effets de
1'aluminium organique sur la croissance de Chlorella pyrenoidosa en
présence d'aluminium monomére inorganique. En effet les
différentes expériences portant sur 1'effet de 1'Al organique (en
présence d'une concentration constante d'Al inorganique) sur la
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croissance de Chlorella pyrenoidosa ont montré un effet inhibiteur
des effets dus a Alhmgmiue menant & une amélioration de 1la
croissance qui ne pouvait &tre expliquée en termes conventionnels

(complexation de 1'Al en solution et baisse de la [Al%']).

Nous avons observé que la toxicité de 1l'aluminium due aux
formes monoméres et polyméres était supérieure aux pH plus élevés.
Nous avons associé cette toxicité accrue a une augmentation de 1la
perméabilité membranaire & pH plus élevé et & une compétition moins
intense entre 1les cations H' et l'Al(OH);3“”' pour les sites
accepteurs présents a la surface cellulaire. Nous avons évalué si
la toxicité de 1l'aluminium pouvait étre expliquée en partie ou en
totalité par sa prise en charge, par son flux cellulaire, par son
effet sur la perméabilité membranaire, par ses interactions
possibles avec les réserves en phosphore intracellulaire et par ses
effets indirects sur la division cellulaire (surface et volume
cellulaire).

L'influence des ions hydrogéne se faisait sentir a tous les
niveaux étudiés. Cependant, aprés avoir tenu compte de l'effet du
pPH sur la concentration en [Al**] disponible et sur les ligands
cellulaires [L’] libres, on observe toujours un effet résiduel du
pH, de quoi soupgonner la sous-évaluation des effets du pH sur
l'intégrité et le métabolisme membranaire. De fait, contrairement
a ce que laisserait supposer le modéle d'ion libre, 1l'évaluation
seule de [Al*®] et de [L]),ipre Ne suffit pas a expliquer la tendance
Observée. Des mécanismes de toxicité différents sont suggérés pour
les trois formes d'aluminium testées.

Les conclusions suivantes découlent de cette recherche:

1) Le pH est le ‘pafémétre primordial a considérer lorsqu'on

évalue la toxicité de 1'aluminiumn. Ainsi, plus le pH est
€levé (pH 4.0 ---> 6.0) plus l'aluminium est toxique et ce a

des concentrations retrouvées en milieu naturel.

2) La concentration en Al*® nécessaire a inhiber 30% la croissance
de Chlorella pyrenoidosa peut s'exprimer de la facon suivante:
-log [Al*®*] = 1.77 pH - 9.09

3) Le quota cellulaire provoquant (ou résultant de) 1l'inhibition
de croissance de 30% est de l'ordre de 20 pumol-m’? d'Al,
exprimé par rapport a la surface algale.

4) L'aluminium polymére a une toxicité additive sur l'aluminium
monomere inorganique de l'ordre de 50% de celle de 1l'aluminium
monomere.

5) En présence d'acide fulvique et pour une méme [Al*], 1la
toxicité est diminuée. Cette observation constitue un échec

majeur du modéle de 1'ion libre et remet en cause son
applicabilité dans le milieu naturel.
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION ET PROBLEMATIQUE
1.1 Introduction générale et objectifs

Depuis une quinzaine d'années, on a noté un intérét marqué
vis-a-vis les effets possibles de 1l'acidification sur les biota en
général, et plus spécifiquement sur les écosystémes aquatiques
(Almer et al., 1978; NRCC, 1981; Campbell et Stokes, 1985; Dupont
et Grimard, 1989). De plus, une attention particuliére fut
consacrée aﬁx métaux traces, étant donné 1la mobilisation
géochimique de certains métaux qui se produit en méme temps que
ltacidification des eaux de surface. En effet, une augmentation
marquée des concentrations en manganése, en aluminium et en zinc a
été observée dans les eaux lacustres en fonction d'une diminution
du pH (Dickson, 1978; Cronan et Schofield, 1979: Driscoll et al.,
1980; Johannessen et al., 1980; Schindler et al., 1980; NRCC, 1981;

Lachance et al., 1983; Nelson et Campbell, 1991).

Paralleélement a ces observations, on a démontré a partir
d'expériences exécutées sur plusieurs organismes (algues, bac-
téries, benthos et poissons) que la toxicité d'un métal donné
n'était pas corrélée a la concentration totale du métal en question
mais plutét & la concentration des ions métalliques libres,

M'?(H,0),, laquelle est fonction de la nature et de la concentration

des ligands présents dans le milieu (Borgmann, 1983; Morel, 1983).




La problématique qui relie les métaux aux précipitations
acides, ou tout simplement & l'acidification du milieu, est que
l'abaissement du pH provoque une dissociation des complexes que
forment les métaux et les ligands organiques et inorganiques,
menant conséquemment a une augmentation des concentrations en ions
métalliques libres (Campbell et Stokes, 1985). Par ce phénomene,
on a alors associé la toxicité d'un métal donné au degré d'acidité
du milieu. On a avancé qu'un métal serait plus toxique en milieu
acide qu'en milieu neutre. On a supporté cette idée par la faible
richesse, la faible productivité et la faible croissance du biotope
en eau acide. Par exemple, plusieurs études ont expliqué la faible
diversité du phytoplancton observée dans les lacs acides comme
étant une conséquence de l'acidification des eaux de surface (Grahn
et al., 1974; Kwiatkowski et Roff, 1976; Almer et al., 1978; NRCC,
1981; Stokes, 1986). Les raisons pouvant expliquer une telle
pauvreté d'espéces, dans ce cas, sont l'augmentation de l‘'acidité
par elle-méme (Gensemer et Kilham, 1984), la diminution de 1la
disponibilité du phosphore par précipitation de AlPO,(s) (Hendrey
et Wright, 1976; Hornstrom et al., 1984; Nalewajko et Paul, 1985)
et la toxicité ou la limitation des métaux traces (Peterson et
al., 1984; Campbell et Stokes, 1985; Peterson et Healy, 1985;

Schenck et al., 1988).

Malheureusement, le seul argument gqui nous a permis de
supposer qu'un milieu acide signifie une plus grande toxicité de la

part des métaux repose presqu'uniquement sur les effets anticipés




d'une telle baisse de pH sur la spéciation du métal (forme libre).
En effet, trés peu d'expériences ont été effectuées afin de
vérifier directement cette hypothése. Il s'avére alors justifié de
poursuivre de telles expériences et plus précisément d'étudier les

mécanismes d'interaction ions hydrogéne/organismes/métaux.

Le but général de ce programme de recherche s'attaque a cette
hypothése; il consiste a étudier la relation entre la spéciation de
l1'aluninium, déterminée de fagon expérimentale et a partir de
calculs thermodynamiques, a sa biodisponibilité en utilisant une

algue unicellulaire (Chlorella pvrenoidoéa) en milieu de culture

défini. De fagon plus spécifique, ce programme permet:

1 - de vérifier la capacité du modéle d'ion libre pour expliquer la

biocaccumulation et la toxicité de l'aluminium; -

2 - de tester 1l'amélioration possible du modéle, en évaluant la
part des formes d'aluminium monomére, polymére et organique a
l'origine de la toxicité, en ajoutant le concept de compétition

H'/A1" au niveau de la membrane;

3 - d'évaluer la capacité du modéle revisé pour prédire la biodis-
ponibilité de l1l'aluminium dans les eaux naturelles, notamment en

présence de matiére organique dissoute de faible poids moléculaire.



L'approche expérimentale implique des mesures paralleles de
spéciation d'aluminium et de biodisponibilite d'aluminium (bioac-
cumulation/toxicité) dans des solutions synthétiques de composition

connue (variables: [Al],, PpH).

En éclaircissant nos connaissances sur la relation existant
entre la spéciation de 1l'aluminium et sa biodisponibilité, les
résultats de cette recherche devraient contribuer a une meilleure
compréhension des interactions métal/organisme, et devraient de
cette facon aider a une meilleure évaluation de 1l'impact environ-

nemental des précipitations acides.

1.2 Problématique spécifique
1.2.1 Interaction M*/organisme: "modéle d'ion libre"

Depuis environ une dizaine d'énnées, des travaux en labora-
toire sur des organismes tests (algues, bactéries, macro-benthos,
poissons) ont permis de cumuler entre autre chose des résultats
expérimentaux concernant le lien entre la spéciation des métaux
traces et leur toxicité. Ces observations ont conduit a 1'éla-
boration de modéles simples portant sur 1l'interaction des métaux
avec des organismes vivants (Morel, 1983; Morel et Morel-Laurens,

1983; Pagenkopf, 1983).
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Pour qu'il y ait réponse biologique d'un organisme a un métal,
ou pour que ce métal s'accumule dans 1l'organisme, il faut
évidemment que le métal donné rentre en contact avec la membrane
biologique ou bien qu'il traverse celle-ci: il y a donc interaction
entre le métal et la membrane appellée ici "surface cellulaire".
Cette interaction du métal avec la surface cellulaire, impliquant
les espéces réactives M* et MIhB, peut étre exprimée en termes de
formation de complexe: M-X-surface cellulaire (Nelson et al., 1981;
Petersen, 1982; Morel et Morel-Laurens, 1983; Sunda et Huntsman,
1983) ou X-surface cellulaire correspond & un ligand cellulaire se
trouvant a la surface de la cellule. Il peut étre le site sensible
lui-méme ou un site transporteur qui permettrait au métal d'attein-
dre une cible intracellulaire. Cette approche (Morel, 1983) ne
tient pas compte de la férmation possible de complexes mixtes a la

surface biologique.

K
1

M** + X-CELLULAIRE <===> MX’'~CELLULAIRE (1.1)

[MX?*-CELLULAIRE] = K, [X-CELLULAIRE] [M"'] (1.2)
Kn

ML ** + X-CELLULAIRE <===> MX*'-CELLULAIRE + nL (1.3)

Dans ce dernier cas (1.3), en conditions d‘'équilibre, 1la

concentration de métal 1ié a la cellule peut étre exprimée comme:

[MX**-cellulaire] = X [X—cellulaige] (ML %] (1.4)
(L]




On peut & ce moment transformer 1l'équation 1.5:

Kl
n
M* + nL <==> ML % (1.5)
pour 1l'équation 1.6:
[ML.]1 = K' [M*] (1.6)

(n]”

En transposant 1l'équation 1.6 dans 1.4, on a :
[MX**-cellulaire] = K -K' [X-cellulaire] [M*'] (1.7)

Cette derniére équation met en évidence la méme dépendance de [MX%-
cellulaire] sur M* que celle de l'équation 1.2. Dans les deux cas,
la réponse biologique devrait étre fonction de la concentration du

complexe [M-X-cellulaire], laquelle dépend de la concentration en

M*Z.

Le mécanisme menant & un effet biologique devrait alors
impliquer la liaison de M?** a un site métaboliquement actif sur la
surface cellulaire, ce qui résulterait en une réponse biologique
directe (Pagenkopf, 1983). De facon alternative, la liaison de M*
a la surface cellulaire pourrait tout simplement précéder son
transport dans la cellule, ou la réaction avec un centre métabo-
liquement actif ne se ferait alors que dans la cellule, soit de
facon intracellulaire (Harrison et Morel, 1983; Sunda et Huntsman,

1983).




La plupart des résultats appuyant ce "modéle d'ion 1libre"
proviennent d'expériences au laboratoire ou la concentration de M*
était contrdlée & 1l'aide d'un ligand synthétique (EDTA, TRIS) (ex:
cu®: Anderson et Morel, 1978). Par ailleurs, il existe un certain
nombre de résultats avec de tels ligands qui ne s'accordent pas
avec ce modéle oll, a une concentration égale de M'’, la toxicité
observée est plus élevée en présence du ligand qu'en son absence
(Guy et Kean, 1980; Florence et al., 1983). Ce genre de résultats
laisse supposer que dans certains cas la forme M-L puisse étre
directement disponible, c'ést—a—dire que .la membrane cellulaire
soit perméable aux complexes (ex: ML°, neutre, lipophile; ML!, ou
L' serait un métabolite de poids moléculaire faible tel un acide
aminé ou un acide polycarboxylique), ou que le ligand serve de
transporteur jusqu'a la surface membranaire ou le métal qui y est
associé est 1libéré. Dans ce dernier cas, le transport a travers la
membrane serait plus rapide que le transport dans la solution preés

de la surface membranaire, c'est-a-dire, que le modéle serait de

type cinétique plutdét qu'un d'équilibre.

Par ailleurs, il existe aussi dans la littérature scientifique
de nombreuses expériences, ou est utilisé un 1ligand non pas
synthétique mais plutdt naturel (c'est-a-dire de 1la matiére
organique dissoute naturelle, des acides fulviques ou humiques).
Dans ces expériences on a généralement observé une réduction de la
toxicité du métal étudié : phytoplancton (Prakash et Rashid, 1968):;

bactéries (Gunn et al., 1986); poissons (Brown et al., 1974). La
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disponibilité des métaux traces est aussi dépendante de la taille
de la fraction organique avec laquelle le métal est associé (Giesy
et al., 1977). La presque totalité des études portant sur
1'influence des ligands organiques naturels sur la toxicité des
métaux est cependant restée a ce niveau qualitatif. L'étude de
Sunda et Lewis (1978) représente une exception notable a cette
régle. Ils ont réussi a démontrer gque 1l'inhibition de 1la
croissance d'une algue par le cuivre, en présence de concentrations
variables de carbone organique dissous, était proportionnelle aux
concentrations de cu?, fout comme on l'aurait anticipé pour un
ligand synthétique tel que 1'EDTA. Toutefois, dans quelques cas ol
la matieére organique dissoute a été fractionnée selon ses
dimensions physiques (poids molédulaire), on a observé une toxicité
accrue en présence de la;fraction plus petite de matiére organique
dissous, c'est a dire qu'a concentration de métal égale, 1la
toxicité était plus élevée en présence de cette fraction (Giesy et

al., 1977; 1983).
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1.2.2 INTERACTIONS H'/M%**/ORGANISMES

Principes

Les modéles simples portant sur l'interaction des métaux avec
des organismes vivants permettent de prendre en considération deux
facteurs, soit 1l'influence du pH sur la spéciation d'un métal en
solution et 1'influence du pH sur les interactions métal-surface a

1'interface organisme-milieu (Campbell et Stokes, 1985).

Influence du pH sur la gpéciation d'un métal en solution

Pour une méme concéntration constante de métal dissous, des
changements de pH peuvent faire varier la spéciation du métal de
deux facgons: soit en. déplagant vers 1la gauche 1l'équilibre

d'hydrolyse, favorisant ainsi la formation d'aquo-ions,

M* (H,0),, <===> M(H,0) ,(OH)%"* + W' (1.8)
ou en provoquant un changement de 1'équilibre de complexation par
compétition entre le métal ionisé (M**) et 1'ion hydrogéne (H') pour

le méme ligand (ou site cellulaire).

M*?* + nL <==> ML % (1.9)
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H* + L <===> HL' (1.10)
Dans ces équations, M* désigne un cation métallique portant une
charge +% et L représente le ligand (pour des fins de simplicité,

on ne montre pas de charge nette sur le ligand L).

Effet du pH sur les interactions métaux/organismes

Il est difficile de comparer les résultats et les expériences
qui ont porté sur les interactions H'/métaux/organismes, et ce,
pour plusieurs raisons. La premiére est que 1les critéres
expérimentaux considérés comme "importants" ont changé depuis 20
ans. En éffet, avant les années 1970, les effets de variations de
pH sur les organismes .aquatiques en présence ou non de meétaux
traces étaient généralement interprétés en terme de réponses
physiologiques de 1'organisme, en négligeant plus ou moins les
variations chimiques induites par le pH dans le milieu externe.
Depuis quelques années, 1l'orientation des recherches s'est
retournée complétement en direction opposée, et les effets des
changements de pH tendent maintenant a étre interprétés uniquement
en termes de variations de la spéciation du métal en question dans

le milieu externe.

Comme on l'a mentionné, une diminution de pH peut affecter a

la fois la spéciation du métal en solution et la sensibilité

biologique au niveau de la surface cellulaire. Ces deux réponses
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a l'acidification sont antagonistes et ont le potentiel de s'an-
nuler l'une l'autre: 1la réponse globale d'un organisme face a des
changements de pH de 7 & 4 ainsi qu'a une concentration totale
constante d'un métal toxique, peut alors s'avérer positive, négé-
tive ou nulle. Les explications données pour les interactions

antagonistes entre les aquo-ions et les ions hydrogéne sont:

. compétition H'/M* pour des sites de liaison

I1 existe sur les surfaces cellulaires plusieurs groupes fonc-
tionnels ayant le potentiel de se lier avec un métal (Beveridge et
Murray, 1980; Doyle et al., 1980; Crist et al., 1981; Nelson et
al., 1981; Gongalves et al., 1987). Ces 1liaisons peuvent
impliquer des groupes -fonctionnels individuels, ou une action
d'ensemble impliquant plus de deux groupes fonctionnels, c'est-a-
dire la chélation. Il ne faut pas perdre de vue qu'il existe pour
ces sites de liaison un potentiel & lier des cations autres que
métalliques (M**), comme les ions hydrogéne, H*, par exemple. Selon
les valeurs de pK des groupes fonctionnels impliqués, des
changements de pH pourraient alors affecter le degré de protonation

de ces sites de liaison: .

H" + X - cellulaire <=== HX' - cellulaire (1.11)

Dans un tel cas, le proton jouerait un réle protecteur analogue a

celui que jouent les cations durs (Ca®, Mg®) (Borgmann, 1983;
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Pagenkopf, 1983), réduisant ainsi la bio-disponibilité des sites de
liaison pour les métaux toxiques. On peut aussi ajouter que les
ions hydrogéne jouant un rdéle compétiteur pour les sites de liaison
peuvent avoir un réle d'inhibition selon que le métal ou son ligand
est utilisé comme élément nutritif. Dans le cas ou la prise en
charge biologique de 1'ion métallique se produit par transport
facilité, par exemple lorsque la perméabilité de la membrane
lipidique au métal sous forme ionique est faible, les ions
hydrogéne peuvent compétitionner directement avec 1'ion métallique

pour ces sites de transport.

Les ions hydrogéne peuvent jouer de tels rdles si on consideéere
qu'il existe un état d'équilibre entre le métal présent dans 1la
solution et le métal 1lié a la surface de la cellule. Si 1la
réaction de M** a la surface cellulaire n'est pas réversible, c'est-
a-dire, si 1la liaison de M* provoque une reéponse biologique
instantannée et irrévoquable, alors la protection que ﬁrocure ltion
hydrogéne (ou ca? ou Mg?*) ne serait éue transitoire. En effet, une
augmentation de la concentration des ions H* devrait diminuer 1la
proportion des sites de liaison ne portant pas de protons, X-
surface cellulaire, et réduirait ainsi le taux de formation des
complexes biologiques pertinents M-X-cellulaire:

k

MZ* + X-cellulaire ===> MX*-cellulaire (1.12)

Une diminution de pH devrait alors retarder la réponse biologique.
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. changements allostériques

Par ailleurs, puisqu'une variation de pH peut aussi induire
des changements allostériques dans la conformation des sites de
liaison de métal, elle peut conséquemment altérer l'affinité de ces

sites (pK,) pour le métal toxique d'inteérét.

potentiel membranaire & la surface cellulaire

Considérant 1!'importance pour les métaux de passer passivement
a travers la membrane cellulaire, des changements de pH peuvent af-
fecter le potentiel membranaire qui peut alors affecter la
répartition du métal entre la surface cellulaire et la solution
(McLaughlin, 1977). Plus le potentiel est négatif, plus cette
répartition favorisera la surface cellulaire; les concentrations
effectives du métal dans la zone proche de la membrane seront plus

élevées.

. potentiel transmembranaire

De fagon a maintenir une charge négative sur la partie
intérieure de la membrane, les protons peuvent étre "pompés" vers
1'extérieur de la cellule (Raven, 1980). Plus le pH est bas, plus
la tendance des ions H' & entrer dans la cellule sera grande, et la

pompe & proton agira de fagon a maintenir la charge interne
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différentielle. Eventuellement, il y aura dépolarisation de 1la
membrane, reliée a la diminution du pH, ayant des effets
conséquents sur le potentiel transmembranaire et sur la prise en

charge des ions métalliques.

Tous ces mécanismes peuvent aider & comprendre les résultats

de 1'influence du pH sur la prise en charge du métal.

1.2.2.1 Prise en charge des métaux vs pH

Il existe beaucoup plus d'informations traitant de 1'influ-
ence qu'exerce des variations de pH sur l'adsorption de métaux &
des surfaces abiotiques;/ (oxydes de métal, oxyhydroxydes-Stumm et
Morgan, 1981; Anderson et Rubin, 1981~ ainsi que le matériel
humique-Kerndorff et Schnitzer, 1980) qu'il en existe en ce qui

concerne les surfaces biologiques.

Afin de pouvoir vérifier sans ambiguité s'il y a compétition
entre H" et M* a 1l'interface cellule/milieu, il faut que 1le
protocole expérimental réponde a certains critéres (Campbell et

Stokes, 1985):

1- la spéciation du métal en solution doit changer peu avec le pH

(Ag, Cd, Co, Mn, Ni et Zn), afin que toute variation d'adsorption
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ou d'assimilation soit imputable & des processus se produisant a

1'interface cellule/milieu;

2- le milieu d'incubation inorganique doit étre bien défini, ou
sinon, un milieu organique défini ne contenant que des tampons fai-
blement complexant (pour minimiser les changements de spéciation

dans la solution quand le pH est modifié);

3- les concentrations de métal doivent étre compatibles avec celles

observées en milieu naturel:

4- les incubations, en présence du métal étudié, doivent étre de
courte durée afin de minimiser la présence d'exudats dans le
milieu, afin d'empécher Aes variations de pH dues a la croissance
des algues, et afin d'éviter que l'inhibition de croissance soit
attribuable & des carences en éléments nutritifs (ex.: phosphore)

plutét qu'a l'effet du métal lui-méme.

Les résultats publiés dans la littérature montrent que lors
d'une diminution de pH de 7 & 4, pour le Cd, le Mn, et le Zn, on
observe une compétition évidente entre 1'ion H' et 1‘'aquo-ion (M*%)
pour les sites de liaison de la surface cellulaire des algues ou
des bactéries (Sakaguchi et al., 1979, Doyle et al., 1980; Crist et
al., 1981; Bates et al., 1982; Stary et al., 1983; Lee et Walker,
1984; Harrison et al., 1986, Parent et al., 1987, Schenck et al.,

1988). Par exemple, ces derniers chercheurs ont étudié 1l'effet des
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variations de pH (7-->5) sur l'assimilation du fer et du manganese

par le phytoplancton, utilisant Chlamydomonas variabilis comme

organisme indicateur, et ont mesuré l'assimilation & court terme

sous des conditions chimiques controdlées.

Ils ont mesuré la concentration de métal total pris en charge
par 1l'algue. Des extractions sélectives avec EDTA ont permis
d'évaluer la concentration de métal cellulaire (mole:-cm’®), soit la
concentration de métal non extractible & 1'EDTA. La concentration
du métal extractible ou associé a la surface cellulaire était
calculée par la différence entre la concentration totale et 1la

concentration cellulaire en métal.

Les courbes typiques de prise en charge de manganese en
fonction du temps sont présentées aux figures 1.1 et 1.2. On
associe la premiére étape de la courbe (rapide) a la liaison du
métal & la surface cellulaire tandis que la phase lente serait due
au transport a travers la membrane. 'On observe a la figure 1.1 que
la prise en charge totale en manganése varie selon le pH de la méme
facon que la prise en charge du manganése intracellulaire (figure
1.2), quoique cette derniére semble continue c'est-a-dire qu'elle
augmente linéairement avec le temps et n'atteint pas de plateau
aprés 4 heures. Au contraire, pour ce qui est de l'adsorption du
manganése a la surface cellulaire, elle ne dépend pas du pH et

atteint rapidement un plateau.
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métal, ou encore, dans le cas d'un métal essentiel au métabolisme,

une diminution de sa disponibilité comme oligoélément nutritif.

H o)} m
I

N

PRISE EN CHARGE DE Mn (10-11 mole * cm-2)

1 , l . |

Figure 1.1:

Les auteurs suggérent qu'une diminution de prise en charge de
métal & bas pH pourrait signifier une diminution de la toxicité du
g PH 7
|
|
I
I

( 2 3 4

TEMPS (HEURE)

Courbes typiques de prise en charge du manganese

par Chlamydomonas variabilis (tirée de Schenck et

al., 1988).
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Figure 1.2:Concentration cellulaire en manganése (A) et concentra-
tion de manganése adsorbé (B) en fonction du temps
(tirée de Schenck et al., 1988). Symboles: @ = pH 5;

o= pH 7.
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1.2.2.2 Toxicité des métaux vs pH

Ce qu'on retrouve dans la littérature au sujet de la toxicité
des métaux en relation avec le pH est également difficile a
interpréter en terme d'effets respectifs du pH sur la spéciation
chimique du métal dans l'environnement et sur la toxicité méme du

métal pour 1l'organisme.

Dans le premier type d'étude, menée en milieu naturel, ou il
existe une corrélation entre le pH et la concéntration totale de
métaux comme l'aluminium, le manganése et le zinc dans les eaux de
surface (Wright et Snekvic, 1978; Dickson, 1980; Bailey et Stokes,
1984), on peut supposer que les organismes qui tolérent les faibles
pH tolérent aussi les concentrations élevées de métaux dans leur
environnement (Campbell et Stokes, 1985). A cause de l'absence de
détermination détaillée de spéciation de métal dans ces situations,
les effets respectifs de la variation de la concentration en H' et
de la variation de la concentration en métaux ne peuvent étre

séparés.

Le deuxiéme type d'étude portant sur les effets du pH sur la
toxicité d'un métal implique des manipulations expérimentales de pH
et de métaux en laboratoire et quelques fois sur le terrain
(enclos). Cependant ces études font aussi face & certaines lacunes
soit: un manque d'information sur 1l'environnement chimique, une

culture d'algue dans un milieu non défini pour assurer une
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meilleure croissance mais qui change souvent, et pour Iles
organismes hétérotrophes, 1l'apport d'éléments nutritifs organiques
pouvant faire changer la spéciation du métal en solution (Campbell
et Stokes, 1985). En général on a tout de méme observé une
diminution de la toxicité du zinc, du cuivre et du cadmium avec une
diminution de pH (Steemann Nielsen et al., 1969; Steemann Nielsen
et Kamp-Nielsen, 1970; Hargreaves et Whitton, 1976; Mierle et
Stokes, 1976; Harding et Whitton, 1977; Rai et al., 1981; Shehata
et Whitton, 1982; Babich et Stotsky, 1983; Chang et al., 1983;
Bradley, 1984; Peterson et al?, 1984; Cusimano et al., 1985):
réponse paralléle a celle mesurée en ce qui a trait a la prise en

charge.

1.3 Etat des connaissances

Historiquement, on s'est rarement préoccupé de la présence de
l1'aluminium dans les eaux naturelles puisque ses concentrations
étaient trés faibles et qu'on n'avait pas encore noté de toxiciteé
pour les organismes aquatiques (Burrows, 1977; NRCC, 1986). Par
contre, depuis quelques années, on a observé une augmentation des
concentrations dans les eaux douces de certaines régions (Cronan et
Schofield, 1979; Dickson, 1980). Cette augmentation est attribuée
aux précipitations acides, lesquelles lessivent 1l'aluminium des
bassins versants vers le milieu aquatique. Plusieurs études ont

démontré que des concentrations relativement faibles (<0.3 mg- L)
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peuvent agir sur les organismes aquatiques. La perte de quelques
populations de poissons en Amérique du Nord (Schofield et Trojnar,
1980) et en Scandinavie (Muniz et Leivestad, 1980) a été reliée en
partie aux concentrations élevées en aluminium dans la colonne

d'eau (NRCC, 1986).

Dans les eaux douces, la chimie de l'aluminium est tres
complexe: il peut exister sous forme libre (A1*3), ou étre l1lié a des
ligands organiques et/ou inorganiques, ou étre adsorbé sur des
particules solides. Le rdéle de cette partie de la thése est de
résumer l'information disponible sur la géochimie et la spéciation
de 1l'aluminium dans 1l'environnement aquatique et d'évaluer ses
effets sur les organismes aquatiqdes.

Ty

1.3.1 Géochimie de 1l'aluminium

L'aluminium a été considéré jusqu'a récemment comme un élément
inoffensif dans un contexte environnemental, compte tenu de sa
faible solubilité a des pH prés de la neutralité (Wood, 1974).
L'aluminium(III) constitue un des principaux métaux que 1l1l'on
retrouve dans les sols ou il est présent sous forme
d'aluminosilicates ou d'autres formes solides telles la gibbsite
(A1(OH);), . quoique cette forme n'‘ait Jjamais été mesurée par
technique physique (Lindsay, 1979). L'aluminium peut exister sous
différentes formes dans les eaux douces. Il peut étre dissous ou

particulaire. I1 peut étre 1lié a des ligands organiques ou
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inorganiques, ou on peut le retrouver sous forme ionique libre. Il
peut exister sous forme monomére dans les eaux naturelles mais
selon des conditions de température, de pH, de concentration et

selon le temps d'équilibre, il peut polymériser.

Le pH constitue le facteur le plus important dans le contréle
de la solubilité et de la spéciation de 1l'aluminium. L'aluminium
est généralement non disponible dans les eaux de pH prés de la
neutralité, mais il est mobilisé dans les solutions acides et
basiques. La solubilité de 1l1l'aluminium augmente a pH acide et
basique et atteint un minimum entre le pH 5.5 et 6.0. Quand le pH
augmente de 4.5 a 6.5, l'aluminium a tendance a se polymériser;
selon les conditions de mélange, la température, la concentration
en Al et la concentratidn de divers anions (S0,%, PO, F, ...),
ces réactions peuvent produire des formes solides bien définies
(comme la gibbsite (Al,0;°3H,0) ou la bayerite (Al(OH);) ou encore
des formes métastables et difficilgs a caractériser (Hem, 1968;

Turner et Ross, 1969; 1970; Turner et Sulaiman, 1971; NRCC, 1986)

Sous conditions acides, ces minéraux riches en hydroxydes se
solubilisent Jjusqu'a une certaine limite, et 1l'aluminium est
reldché dans les eaux interstitielles ol il s'équilibre en de
nombreuses espéces chimiques qui dépendent de la présence de
ligands pour 1l'aluminium. Les espéces mononucléaires d'aluminium
qui peuvent ainsi se développer comprennent Al*3, AlOH*, Al (OH),",

A1F%*, AlF.*, AlF AlS0,", et beaucoup d'autres incluant des

2 37
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complexes organiques. Toutes ces espéces mononucléaires sont en
équilibre (Baes et Mesner, 1976; Lindsay, 1979; Nordstrom et May,
1989). Les fluoro-complexes sont également importants dans les
eaux douces. On retrouve les formes monofluorées (AlFQ) jusqu'aux
formes hexafluorées (AlFQ}) lorsque la concentration en fluorure
augmente (Hem, 1968). Dans la plupart des eaux naturelles, ce sont

les espéces AlF* a AlF; qui prédominent.

Lorsqu'un sel d'aluminium est dissous dans l'eau en absence
d'anions complexant, 1'ion métallique libre Al** s'hydrate en
coordonnant six molécules d'eau selon une orientation octahédrale,
et réagit pour former plusieurs espéces hydrolytiques. La premiére
éfape de 1'hydrolyse se produirait selon la fagon suivante (Rubin,
1985) :

Al(H205i3* ===> Al(H,0) ,OH*" + H'
Sous le pH 4.0, 1'Al existe alors de fagon prédominante comme un
cation trivalent, entouré de 6 molécules d'eau: Al(Hzc)é+3 (Manahan,
1975). A des pH se situant entre 4.5 et 6.5 et a des
concentrations en Al relativement faibles, les espéces d'aluminium
se distribuent selon les formes suivantes: Al*3, Al (OH)*?, Al (OH),"
et A1(OH);(s). En milieu basique, 1l'aluminium existe surtout sous

forme anionique Al (OH), .

Tel qu'indiqué ci-haut, une augmentation du pH provoque une
perte d'ion H' pour donner 1'hydroxo-complexe Al(HgDLSOH”. Si 1la
concentration en Al(HZO)SOH2+ est élevée, ce monomere a tendance a

se polymériser en plus grosses molécules en établissant des doubles
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ponts OH entre les deux atomes Al adjacents: AIZUMHZ(HJMS“’(figure
1.3). Des unités structurales plus grosses peuvent évoluer par la
formation d'autres ponts OH. La tendance & la polymérisation
augmente lorsque la concentration en aluminium est élevée et que le
pH de la solution se situe a des valeurs intermédiaires ou le

rapport OH:Al est d'environ 2.5.

Le taux de polymérisation dépend de la concentration en OH et
en Al aussi bien que du rapport OH:Al. Des expériences utilisant
des solutions synthétiques définies ont montrée que lorsque le
rapport OH:Al < 1, seuls des espéces monoméres et des diméres
étaient présents en solution (Hem, 1968). Lorsque le rapport
ﬁolaire OH:Al se situe entre 2.0 et 3.0, et que la solution est en
équilibre depuis environ 10 jours a 25°C, le diametre des
particules se situe autour de 0.10 pm. Par contre, lorsgque le
rapport excéde 3.0, le précipité formé est de la bayerite et cette
polymérisation en unités trés larges constitue un processus
relativement lent a 25°C (Hem, 1968). Les espéces particulaires
formées a pH 4.75-6.50 sont de la gibbsite (Hem, 1968). Johansson
(1962) a identifié une unité structurale contenant 13 atomes
d'aluminium et 40 atomes d'oxygéne avec un nombre varié de protons
dans une base cristalline de sulfate. Le polymére le plus connu en
milieu aquatique est le AlB(OH)npl Ceci indique que les solutions
aqueuses d'aluminium peuvent vieillir avec le temps, engendrant des
changements dans la taille, la spéciation et la solubilité de

1'aluminium.
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Figure 1.3:(a)Représentatianschématiquede]Jaquo-iond!aluminium
Al (H,0)
(b) Représentation schématique du dimére AlZ(OH)Z(H20)BA+

(Tirée Driscoll et Schecher, 1988).
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En résumé, il existe des concentrations "seuils" en aluminium
qui déterminent la forme mono- ou polymére qui prédomine dans la
solution. Ces concentrations "seuils" sont fonction du pH, de la
température, des ligands inorganiques et organiques qui
caractérisent la solution. Connaissant ces derniers paramétres, on
peut contréler une solution pour que l'aluminium qui s'y trouve
soit uniquement sous la forme monomére. On peut aussi provoquer la

polymérisation et obtenir de l'aluminium polymere.

De plus, l'aluminium peut former de forts complexes avec
plusieurs ligands organiques, tout comme le fer (III). De cette
facon, la solubilité de 1'aluminium peut étre considérablement
augmentée par la présence de solutés organiques. On a d'ailleurs
observé que les concentrations d'aluminium dans les lacs contenant
beaucoup d'acides humiques étaient plus élevées que celles prédites
a partir des valeurs de pH (Dickson, 1980). Les acides humiques et
fulviques ont été reconnus pour mobiliser l'aluminium (Driscoll et
Schecher, 1988). De plus, il a éfé montré que l'acide fulvique
qu'on retrouve dans les sols complexerait les ions trivalents Fe*?
et Al*" plus fortement que les cations bivalents en milieu acide.
Par exemple les constantes de stabilité pour les complexes ligands-
Fe (III), -Al (III) et -Cu (II) permettent la comparaison, pour une
méme force ionique, entre la force de complexation des ions
trivalents vs un métal bivalent (Cu) qui est le plus complexé dans

les eaux naturelles (Martell et Smith, 1977).
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log K, (I--->0)

Ligand Fe (III) Al (IXI) Cu(II)

EDTA 25.10 16.70 18.92

acides aminés
. arginine 3.29 6.67 7.53
. tétracycline 9.90 7.40 7.80

acides polycarboxyliques
. ac. méso-tartarique 6.60 5.62 3.25

. ac. oxalique 7.59 6.10 5.53

acides humiques

. ac. phthalique 4.20 3.18 3.15
. ac. salicylique 16.30 12.90 12.03
.. ac. malonique 25.10 16.70 18.92

1.3.2 Toxicité de l'aluminium

la mise en évidence de la toxicité de 1l'aluminium pour les
organismes aquatiques a été grandement documentée. L'aluminium est
maintenant reconnu comme étant toxique pour une variété
d'organismes aquatiques (poissons, amphibiens, invertébrés, algues)
a des concentrations de l'ordre du 100 pg-L'', & de faibles pH et
a des concentrations basses en calcium (Odonnel et al., 1984). La

combinaison de ces trois facteurs (augmentation de la concentration
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en aluminium, bas pH, faible concentration en calcium) est
soupconnée d'étre une des causes des effets biologiques de
l'acidification des eaux de surface, incluant le déclin des péches
(Baker et Schofield, 1982; Henriksen et al., 1984). On a aussi
montré que de fortes concentrations en aluminium dans les eaux
acidifiées pouvaient avoir des effets indirects, menant a la
flocculation de complexes impliquant le phosphore et les acides
humiques; la disponibilité des éléments nutritifs diminuerait par

conséquence et affecterait la croissance du phytoplancton.

1.3.2.1 Revug des effets toxiques attribués a

1'aluminium chez les plantes et les algues

Les fortes concentrations en aluminium ont été associées a de
graves réponses toxiques chez plusieurs espéces aquatiques en
milieu acide (NRCC, 1986). Cette partie de 1'introduction se
limitera a la revue de littérature qui concerne les plantes et les
algues. Les effets toxiques de 1'Al sur les plantes vasculaires

ont été revus par Andersson (1988) et Taylor (1988).

Pour les plantes supérieures, on a démontré que les premiers
symptémes de toxicité de 1'Al apparaissaient habituellement par des

dommages structuraux ou fonctionnels des racines, qui affecteraient

30




leur efficacité dans l'absorption d'eau et d'éléments nutritifs.
Ces symptémes peuvent étre dus & un dérangement de la mitose (Foy,
1974, Foy et al., 1978; Morimura et al., 1978; Foy, 1984) et & des
variations de la perméabilité des membranes des racines. De la
méme facon, Hornstrom et al. (1984) a montré que les trois premiers
effets de 1'Al sur le phytoplancton étaient la diminution de 1la

croissance, la production de cellules a gros volume (Monoraphidium

griffithii) et la contorsion des cellules sur elles-mémes.

A 1l'échelle moléculaire, on a avancé que l'aluminium pouvait
affecter la réplication de 1'ADN (Karlik et al., 1980), la synthése
des protéines, ltactivité de quelques enzymes, le métabolisme du
phosphore (Viola et al., 1980), les interactions avec les murs
cellulaires ainsi qu'avéé les membranes (Bradley et Parker, 1968;
Viestra et Haug, 1978; Haug, 1984), et 1'induction de déficience en

ca*? (Nyholm, 1981; Siegel et Haug, 1983).

En effet, on a observé que dans. la cellule végétale, 1'Al
était particuliérement concentré dans le noyau (McLean et Gilbert,
1927; DeBoni et al., 1974; Foy et al., 1978). Par coloration a
1'hématoxyline, Havas (1986) a observé que les sites de liaison de
1'aluminium chez les plantes aguatiques étaient le noyau et le mur

cellulaire pour 1l'algue verte Mougeotia et seulement 1le mur
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cellulaire pour la mousse aquatique: Leptodictyum riparium. Selon

plusieurs chercheurs 1le cycle mitotique serait affecté par
1'aluminium, probablement lors de la réplication de 1'ADN a cause
de 1'inhibition de la synthése d'acides nucléiques par 1l'aluminium
(Clarkson, 1969; Foy, 1974; Foy et al., 1978). De plus,
1'aluminium pourrait empécher 1l'activité initiatrice de 1'ADN en se
liant au phosphore présent dans les acides nucléiques (Matsumoto et
al., 1976; Matsumoto et Morimura, 1980). La double hélice de 1'ADN
deviendrait plus rigide a cause de l'interaction entre 1'Al et les
groupements phosphates, ce qui réduirait la réplication de 1'ADN
(Clarkson et Sanderson, 1969; Foy, 1984). De plus, on a montré que
la séquence de bases dans 1'ADN pouvait aussi étre dérangée par
1'Al (Sampson et al., 1965). En effet, 1'aluminium peut causer une
distribution anormale s des ribosomes sur le réticulum
endoplasmatique, menant & un désordre dans la synthese protéinique
(McLean, 1980) et aussi réduire la synthese de 1'ARN (Matsumoto et

Morimura, 1980).

Parmi les effets de 1l'aluminium chez les plantes supérieures,
plusieurs effets biochimiques de 1'Al sont probablement dus aux
changements dans la structure et dans la fonction de la membrane
des racines (Hecht-Buchholz et Foy, 1981; Zhao et al., 1987).
Selon le pH, 1'Al pourrait se lier aux protéines ou aux lipides de
la membrane (Foy, 1984), ce qui réduirait la perméabilité des
racines. Conséquemment, cette réduction de la perméabilité

diminuerait la prise et l'utilisation d'eau et d'éléments nutritifs
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(Foy et al., 1978; Zhao et al., 1987). On peut imaginer les mémes
effets chez les algues. L'aluminium pourrait aussi former des
liaisons entre les protéines adjacentes (Clarkson et Sanderson,
1969) ou les pectines (Foy, 1984), rendant le mur cellulaire plus

rigide.

On a aussi observé que la diminution de la respiration des
racines était conséquente a la toxicité de 1'Al (Clarkson, 1969;
Foy, 1974, Foy et al., 1978; Foy, 1984). Selon Clarkson (1969)
1'Al n'inhiberait pas 1la production Ad'ATP, mais plﬁtét
l1'utilisation dA'ATP dans la phosphorylation du glucose. Ainsi, de
fortes concentrations en Al réduiraient la phosphorylation du sucre
(Clarkson, 1966; Foy, 1974) en interférant avec les enzymes qui la

permettent (Foy, 1984). 7

I1 a été démontré que des concentrations micromolaires d'ions
Al réduisaient l'activité de 1'ATP-ase de la membrane, qui joue un
réle important dans le maintien du potentiel transmembranaire.
Ceci serait dG a la formation de complexes Al-calmoduline rendant
la calmoduline non disponible pour stimuler normalement l'activité
de 1'ATP-ase (Siegel et Haug, 1983). La toxicité de 1'aluminium
peut aussi s'expliquer par 1l'inhibition de 1l'activité de quelques
enzymes et par son influence sur 1les sites sensibles de 1la

mitochondrie et du noyau cellulaire (Matsumoto et al., 1976).
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Pour ce qui est des algues, Pettersson et al. (1985a) ont
observé des effets négatifs de l'aluminium sur la chlorophylle-a,
sur l'activité de la nitrogénase, sur la fixation du CO,, sur
1'accumulation de granules de cyanophycine et sur la dégradation de
thylakoides d'Anabaena cylindrica. Selon ces auteurs la toxicité
de 1l'aluminium était principalement due a son effet sur la

disponibilité du phosphore et sur 1'intégrité des membranes.

I1 existe des variations considérables dans la tolérance a
1'Al entre les espéces et entre des variétés de la méme espeéce.
Plusieurs mécanismes de tolérance a 1'Al ont été suggérés. Les
plantes tolérantes peuvent posséder des mécanismes actifs
d'exclusion (Clarkson, 1967; Foy, 1983; Wagatsuma et Yamasaku,
1985) ou peuvent étre capables d'inactiver 1'Al dans leurs tissus
(Foy, 1983): augmentation du pH induite par la plante dans 1la
rhizosphére (Foy et al., 1965, 1978), excrétion d'agents
chélateurs, habileté a résister ou a compenser les déficiences en
nutriments induites par 1'Al (Clarkéon, 1967; Foy et al., 1978).
Par exemple, Pettersson et al. (1985b) ont observé que l'aluminium

était rapidement pris en charge par Anabaena cylindrica et qu'il

était accumulé dans des granules de polyphosphates apres seulenent
quatre heures de contact, pour ensuite se fixer sur les groupements
négatifs des murs cellulaires. Méme si ces auteurs ont observé ces
résultats dans des conditions ou la chimie était plus ou moins
contrélée (concentrations en Al (»190 pM) et en P (» 180 uM)

extrémement élevées), on peut tout de méme suggerer dque
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l'accumulation de 1'aluminium dans ces structures agirait comme

mécanisme de détoxification.

En plus de fonctionner comme réservoir de phosphore et comme
source d'énergie (Kulaev et Vagabov, 1983), 1les granules de
polyphosphate peuvent agir comme site d'emmagasinage pour les
cations mono- et divalents comme K', Mg® et Ca®* (Jensen et al.,
1982). Par contre, il ne semble pas y avoir de compétition pour
leurs liaisons puisque Pettersson et al. (1985b) n'ont observé ni
pertes ni variations dans la concentration de ces ions pour les
cellules traitées avec 1'Al comparativement aux cellules non
traitées. L'Al 1ocalisé dans les granules de polyphosphate peut
influencer la génération de phosphate et d'énergie, varier 1la
translocation d'autresdions ou étre reldché et devenir toxique
quand les granules de polyphosphate sont métabolisées. Un résumé
des effets physiologiques de l'aluminium chez les plantes et les

algues apparait au tableau 1.1.
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1.3.2.2 Facteurs influencant la toxicité de l'aluminium

La disponibilité et la phytotoxicité de 1'Al dépendent de
plusieurs facteurs abiotiques et biotiques dont la spéciation et la
solubilité de 1l'aluminium, le pH, la concentration en matiére
organique, la concentration des autres cations, anions et sels
totaux dans l'eau, de méme que 1l'espéce et les propriétés généti-

ques individuelles des plantes (Foy, 1974, 1984).

Spéciation et solubilité

En général, selon Andersson (1988) et Taylor (1988),

l'activité des espéces monoméres inorganiques constitue le meilleur

’

indicateur de 1la fraction d'aluminium phytotoxique. Des

expériences reécentes avec Allium cepa en solution de culture, en
présence de substance; humiques, ont révélé que 1les espéces
d'aluminium monomére labile constituaient la "fraction toxique"
(Berggren et Fiskesjo, 1987). Ceci supporte 1l'idée que seul 1'Al
monomére est toxique pour la croissance des racines (Blamey et al.,
1983; Alva et al., 1986a,b). Dans Alva et al. (1986b) -la somme de
l'activité des espéces d'Al monomére était le meilleur indice de la
toxicité due a 1'Al pour la féve de soya, le clou de girofle, la
luzerne et le tournesol. Par contre l'aluminium complexé avec
SO{z, OH", F (Cameron et al., 1986; Kinraide et Parker, 1987b;

Tanaka et al., 1987) était moins toxique que Al*3. Selon le modéle
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d'interaction métaux-membrane décrit plus haut (1.7), la toxicité
de 1'aluminium devrait dépendre de la concentration en ions libres

[A1*3].

Contrairement a 1l'ensemble de <ces expériences, dont
l'interprétation simple laisse croire dque seules les espéces
monoméres inorganiques d'Al étaient toxiques pour les organismes
aquatiques, des études récentes (Parker et al., 1989) ont montré

que certaines plantes de blé et de féve soya (Triticum aestivum;

Glycine max) étaient plus tolérantes a Al* qu'a la forme réactive

d'Al polymére. Parker et al. (1988a) sont les premiers auteurs a
avoir vérifié la toxicité de 1'Al polymére dans des conditions treés
contrbélées. Ces auteurs ont constaté qﬁe l'effet de 1'ajout d'ions
OH était assez problématique puisque méme si 1'augmentation du pH
de la solution diminue généralement la toxicité, il n'avait jamais
été démontré que ce phénoméne était imputable a une toxiciteé
différentielle entre les espéces hydrolysées mononucléaires, ou
bien si c'était did a 1la formatién de complexes d'hydroxy-Al
polynucléaires ou de phases solides Al(OH); non toxiques. Les
auteurs ont examiné la relation entre la spéciation de 1'Al et la
phytoxicité dans un systéme de culture dilué, et chimiquement bien

défini, ou OH constituait le seul agent complexant de 1'Al.

Ces auteurs ont trouvé qu'en absence d'Al-polymére,
l1'augmentation du pH diminuait considérablement la toxicité de

1'Al, suggérant que méme si Al*Y n'était pas la seule espéce
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toxique, son activité restait le meilleur indicateur de stress du
a 1l'aAl. Leurs résultats n'ont pas confirmé que la somme des
activités d'autres espéces mononucléaires étaient reliées a la
prédiction de la phytotoxicité de l'aluminium, contrairement a ce
que Alva et al. (1986b) avaient mentionné. Ils ont par ailleurs

démontré que 1l'aluminium polymére était toxique.

Parker et al. (1988a) ont proposé cing facteurs qui peuvent
expliquer pourquoi certains auteurs, dont Alva et al. (1986b), ont
noté une forte corrélation entre la toxicité et la sommation des

formes monoméres d'aluminium:

1) la présence de ligands (phosphate, citrate) peut introduire

certaines incertitudes dans la spéciation de 1l'aluminium;

2) 1l'existence d'une collinéarité entre les différentes espéces
mononucléaires: le probléme  de la collinéariteé est
particuliérement sévére dans les solutions de sol ou Al dissous
total est principalement contrélé par le pH (Wright et al., 1987).
Pour cette raison, des <corrélations significatives entre
l1'inhibition de 1'élongation des racines et des espéces d'Al
individuelles ne signifient pas réellement une toxicité de ces

espéces (Kinraide et Parker, 1989);

3) le choix des constantes thermodynamiques: Les constantes de

formation récentes pour AlOH; et Al (OH), sont plus faibles que les
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anciennes, ce qui signifie que les concentrations en hydroxo-
complexes d'aluminium ont pi étre sur-évaluées (Kinraide et Parker,
1989: voir tableau 1.2 et figure 1.4). De plus ces études n'ont
pas considéré la présence possible d'Al,;, alors que cette présence
dans des solutions partiellement neutralisées aurait pour effet de
générer une certaine toxicité, laquelle serait attribuée par erreur

aux hydroxo-complexes d'aluminium mononucléaire;

4) les différences réelles entre 1la toxicité des espéces

polynucléaires créées par les divers chercheurs;

5) la possibilité que 1'Al monomére soit, en fait, véritablement
plus toxique chez les dicotylédones que chez 1eé monocotylédones.

Selon les résultats de Parker et al. (1988b), les plants de
blé et de féeves de soya - 'étaient plus tolérants a 1'A1*3 qu'a 1'Al
polymére réactif, ce qui suggére des différences physiologiques
fondamentales de la toxicité des deux types d'aluminium. De la
méme facon, Kinraide et Parker (1989) ont démontré que 1'Al1*? était
une substance rhizotoxique trés importante dans les sols acides.
Méme si Al* était en équilibre avec les espéces mononucléaires
comme AlOH®* et AlOH,", la toxicité de ces formes n'a pas été
déterminée. Ces auteurs ont noté que les espéces polynucléaires

d'aAl pouvaient coexister avec Al*>, et une de ces espéces

AloguﬂzunﬂzéﬂgO)mﬂ'était selon eux trés toxique.
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Tableau 1.2: Constantes d'équilibre utilisées pour déterminer
1tactivité des espéces d'aluminium (Tiré de

Kinraide et Parker, 1989).

Constante d'équilibre (log K)

Réactions d'équilibre Parks Lindsay Nordstrom et
(1972) (1979) May (1989)

A1%* + H,0 = AlOH* + H' -5.01 -5.02 -5.00
a1%* + 2H,0 = AlOH," +2H' -8.70 -9.30 -10.10
a1¥ + 3H,0 = AL(OH); + 3H' -15.20 -14.99 -16.80
Al1® + 4H,0 = AlOH, + 4H' -23.30 -23.33 -22.70
al* + 50,2 = A1S0, 3.20 3.50
a1%* + 2502 = RA1(SO,), 5.10 5.40
ca? + S0 = CaSo, | 2.31

Mg®* + 50,2 = MgsoO, 2.23
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en fonction du pH et produites selon trois séries de
constantes d'équilibre: L- Lindsay (1979): N-Nordstrom
et May (1989); P- Parks (1972) (Tiré de Kinraide et

Parker, 1989).
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Parker et al. (1988a) ont suggéré que le transport de 1'Al
dans la cellule n'était pas nécessairement une étape requise pour
l'expression de la toxicité, et que les premiéres lésions pour-
raient étre extracellulaires. De facon similaire, Kinraide et
Parker (1987a) ont reporté que les sels chlorés de Ca, Mg, Sr, K et
Na diminuaient la toxicité de 1'Al*3}, et que les cations divalents
étaient 10 a 15 fois plus efficaces que les monovalents lorsque
comparés a la méme activité. Ces résultats suggérent une forte
compétition selon la valence des cations pour les sites de liaison

externe, négativement chargés.

Que les formes polynucléaires soient toxiques est consistant
avec les hypothéses décrites plus haut. Méme si la polymérisation
entraine une diminution de charge positive par atome d'Al (Smith,
1971; Hsu, 1977), la charge totale avec des facteurs stériques,
peut mener a une forte affinité de surface de ces especes.
Cependant, la forte taille relative et la forte charge des
polyméres vont & l'encontre du transport a travers la membrane

plasmique.

Pour leur part, Kinraide et Parker (1989) rapportent aussi
qu'ils n'ont considéré que les espéces dans la solution. Par
contre les extrémités des racines générent un courant d'ions H'
vers 1l'intérieur, lequel alcalinise 1l'espace 1libre et une
microcouche autour. Conséquemment, 1l'identité quantitative des

espéces d'aluminium qui font contact avec les membranes plasmiques
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reste inconnue. Selon ces auteurs, la considération pratique pour
estimer la toxicité d'une solution reste l'activité de Al*® lorsque
celle-ci peut étre déterminée et que l'amélioration due a d'autres
cations est prise en considération (Kinraide et Parker, 1987 a).
Par ailleurs, la somme des activités de Al*” et des hydroxo-
complexes mononucléaires demeure un indice non précis de la

toxicité dtune solution (Parker et al., 1988 a).

La plupart des expériences apparaissant au tableau 1.3
suggérent que la phytotoxicité devrait étre induite uniquement par
1'aluminium mononucléaire. La non-certitude des constantes
d'hydrolyse mononucléaire pour 1l'aluminium ont cependant confondu
1'interprétation de plusieurs résultats d'analyse. L'accord entre
les constantes publiées ést assez faible, surtout pour la formation
de AAl(OH)z* et Al(OH); (Baes et Mesmer, 1976), et des valeurs
disparates ont été rapportées pour toutes les constantes (Sadiq et

Lindsay, 1979).

Les expériences a partir desquelles le protocole de cette
recherche doctorale a été élaboré apparaissent au tableau 1.3. Il
s'agit pour la plupart d'expériences réalisées sur des végétaux
supérieurs (exp. 2, 3, 6, 7, 8 et 9). Ce sont les approches
expérimentales décrites dans les expériences 7, 8 et 9 qui
permettent le mieux de différencier entre la toxicité relative de

Al*®, Al1S0,*, AlF, et Al polymére.
4 X
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Selon les résultats des expériences qui apparaissent au
tableau 1.3, si les espéces mononucléaires d'Al seules étaient
considérées, on pourrait généraliser que la complexation améliore-
rait la toxicité, que ce soit par le ligand sulfate (Kinraide et
Parker, 1987b; Cameron et al., 1986), fluorure (Cameron et al.,
1986), ou hydroxy (Parker et al., 1988a), ou par un acide organique

(Hue et al., 1986).

&

En milieu naturel de fortes concentrations en Al* sont
souvent accompagnées par de fortes concentrations en H" et on a
établi une corrélation entre un bas pH et la toxiciteé de 1'Al lors
d'expériences en agriculture (Kinraide et al., 1985). Cependant,
comme H' peut étre toxique par lui méme, il est difficile de
connaitre la toxicité réelle due & 1'Al seul. Des effets directs

de la toxicité de 1'ion H' ont été observés sur Allium cepa dans

des solutions de pH < 4.1 (Berggren et FiskesjO, 1987). La
toxicité due aux ions hydrogéne sur les racines de coton a aussi

été observée a pH £ 4.25 (Howard et Adams, 1965).

Matiére organique

Tel gque mentionné plus haut, la présence de matiére organique
soluble, spécialement d'acides fulviques, en solution de sol,

influence la distribution de 1l'aluminium entre ses différentes
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fractions (Berggren et Fiskesj0, 1987). Selon ces auteurs, lorsque
1'Al était complexé a la matiére organique, aucun dommage sur les
racines de Allium cepa n'était détecté. Les acides humiques
semblent aussi prévenir la toxicité de 1'Al pour la luzerne
(Medicago sativa) dans des milieux de culture (Brogan, 1967).
Hornstrom et al. (1984) ont aussi observé que la présence d'humus
diminuait les effets de 1'Al sur le phytoplancton par sa capacité
a réduire le taux de précipitation du phosphore dans le milieu de

culture.

Hue et al. (1986) ont démontré que l'activité de 1'Al*3, ou la
phytoxicité de 1'Al, était aussi affectée par la présence d'acides
organiques de faible poids moléculaire. Dans un milieu

expérimental avec du coton (Gossypium hirsutum), les acides organi-

ques se sont groupés en trois catégories selon leur capacité a
détoxifier 1'Al (1) fort (citrique, oxalique, tartarique) (2)
intermédiaire (malique, malonique, salicylique) et (3) faible
(succinique, lactique, formique, acétique, phthalique) (Hue et al.,
1986). De plus la présence de citrate dans le milieu a semble
prévenir la toxicité de 1'Al sur le mais (Bartlett et Riego, 1972),
le riz et le blé (Kinraide et al., 1985). Cependant, comne
exception, des effets toxiques séveéres de citrate et de tartrate
d'aluminium sur la luzerne ont été reportés par McLean et Gilbert
(1927). Pour leur part, les agents chélateurs synthétiques

(EDDHA, EDTA) détoxifiaient Al (Clarkson, 1966).
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1.4 Concept et démarche expérimentale

1.4.1 Le modéle d'ion libre et son application au cas de

1'Al

Dans 1l'Introduction nous avons d'abord considéré les
interactions métaux lourds/H'/organisme (section 1.2), en
développant le concept du "modéle d'ion libre"; dans un deuxiéme
temps nous nous sommes concentrés sur un seul métal, 1'Al, en
considérant son comportement géochimique et sa toxicité chez les
piantes. Maintenant, on peut se demander si la toxicité de
l'aluminium cadre avec le modéle simple d'interaction des métaux
avec des organismes vivé;ts (section 1.2.1). Si on s'en tient au
"modéle de toxicité de 1l'ion libre" ou la réponse biologique est
proportionnelle a la coscentration des complexes de surface [MB-L—
cellule] (voir équation 1.7), la répbnse biologique des organismes

aquatiques devrait étre prédite par la concentration de 1l'ion

aqueux Al*® (Cameron et al., 1986; Kinraide et Parker, 1989).

I1 faut signaler d'abord qu'il n'existe dans la littérature
que trés peu de données valables pour répondre a cette question:
dans la presque totalité des études toxicologiques on a négligé
certains aspects de la chimie de 1'aluminium en solution aqueuse

(ex.: sa solubilité limitée entre pH 5.5 et 7.0; la lenteur de
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certaines de ses réactions (polymérisation, précipitation), sa
tendance a former des espéces métastables et sa tendance a s'adsor-
ber (Burrows, 1977). Par ailleurs, les quelques résultats utiles,
obtenus pour différents organismes (bactéries, algues, amphibiens
(oeufs), poissons, végétaux supérieurs) semblent parfois con-
tradictoires et n'associent pas toujours la réponse biologique des
organismes aquatiques & 1la concentration de 1'ion aqueux Al"
(tableau 1.4). On doit mentionner ici que la forte variabilité
entre les résultats n'est pas spécialement attribuable a la gamme

d'organismes tests étudiés.

Les résultats qui apparaissent au tableau 1.4 sont présentés
selon un ordre chronologique. Dans tous les cas ou la toxicité de
1'aluminium organique a’été testée (exp. 1, 2, 5 et 7), on 1lui a
attribué une toxicité rglativement faible, méme si les résultats
proviennent de tests veffectués sur des organismes différents
(truite, algue, vairon, bactérie).. De la méme facon, 1a ou les
complexes Al-F ont été testés (exp. 1, 2, 3, 4, 5 et 8), on a
considéré que sous cette forme, 1l'aluminium était moins toxique que
la forme monomére libre ou le complexe AlOH?*. Ces observations
sont partagées par tous les auteurs cités au tableau 1.4, a
1l'exception de Clark et LaZerte (1985) (exp. 4) qui n'ont pas

observé de toxicité différente entre ces formes pour les oeufs

d'amphibiens.
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En ce qui concerne l'effet du pH sur la toxicité de l'alumi-
nium, les études montrent plus d'inconsistance. Cette constatation
est peu surprenante étant donné que la concentration en ions H'
peut affecter la solubilité de 1'aluminium, sa spéciation en
solution et sa prise en charge biologique. I1 peut aussi se
produire une réponse physiologique par laquelle de faibles pH
prédisposent 1l'organisme a des effets de l1'aluminium et que les
effets observés avec 1'augmentation du pH soient d'une certaine

facon indépendants de la variation de la spéciation de 1'aluminium.

Régle générale, selon quatre expériences récentes (tableau
1.4: exp. 5, 7, 8 et”9), la toxicité de 1l'aluminium semble
s'accorder au modéle d'ion libre élaboré plus haut. Par contre,
certains des résultats ﬁfésentés au tableau 1.4 (surtout pour les
expériences 2, 3, 4 et 6) contrastent nettement avec ceux observés
pour d'autres métaux et ne semblent pas, a premiére vue, cadrer

avec le modéle simple élaboré plus haut.
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1.4.2 Examen détaillé et approfondi des cas d'exception

apparents (algues)

Etant donné que les recherches réalisées dans le cadre de
cette thése ont porté exclusivement sur les algues, il importe de
considérer en détail les cas d'exception apparents qui touchent ces
cibles biologiques (tableau 1.4, exp. 2 et 3). Rappelons que le
contrdle inadéquat de la chimie des solutions et indirectement de
la spéciation de 1l'aluminium peut engendrer des conclusions
erronnées. On sait que les études antérieures‘a ~ 1980 et d'autres
plus récentes portant sur l'effet de 1l'aluminium sur la croissance
d'algues avaient été faites en employant un milieu de culture
standard (Foy et al., 1972; Burrows, 1977; Pettersson et al.,
1985a,b). Ces milieux; contiennent en général des phosphates,
silicates, agents complexants, hydroxyde ferrique colloidale et
d'autres constituants pouvant réagir avec l'aluminium, et de cette
facon diminuer sa toxicité en le rendant moins disponible: il en
résulte que les calculs de la spéciation de l'aluminium dans de

tels milieux sont presque impossibles a faire.

Ainsi, dans l'expérience 2 Pettersson et al. (1985a) at-
tribuent & la forme Al (OH)," une plus forte toxicité qu'a 1'ion Al*3,
mais ils ont pratiqué leurs expériences dans un milieu qui
contenait a la fois des phosphates, de 1l'acide citrique et de
1'EDTA. De plus, les concentrations en Al utilisées dépassaient

largement les 1limites de solubilité de 1'Al a pH 6.0. Par
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conséquent, les auteurs n'auraient pas di suggérer que la forme
Al (OH)," soit la forme toxique puisqu'ils travaillaient en présence

d'autres formes qu'ils ne connaissaient, ni ne contrélaient.

Les résultats de 1l'expérience no. 3, réalisée par Helliwell
et al. (1983), sont plus difficiles a "“rejeter". En effet,
concients du danger de garder du phosphore dans leurs milieux
d'exposition, ces chercheurs ont contourné ce probléme en effec-
tuant des mesures du taux de croissance dans une eau dure synthé-
tique, 1ibre>de milieu de culture. Ils ont travaillé sur 1la
spéciation et sur la toxicité de 1l'aluminium dans une eau dure
synthétique afin de pouvoir associer l'espéce (ou les espeéces)
physico-chimiques d'aluminium & la toxicité observé sur Chlorella

pvrenoidosa. Méme s'ils ont démontré 1'importance de la présence
P

de ligands sur la réponse biologique observée (tableau 1.5), ils
ont aussi travaillé & des concentrations trés élevées en Al et a
des pH prés de la neutralité. A partir de mesures du taux de
croissance dans les solutions d'aluminium de pH 5.8 & 6.2, ou la
concentration des formes polynucléaires passait par son maximum
(figure 1.5), et en soumettant ces résultats a wune analyse
statistique, Helliwell et al. (1983) ont avancé que la toxicité
vis-a-vis de 1l'algue test était fonction de 1l'aluminium labile
plutét que de 1l'aluminium total. Selon les auteurs, ces résultats

indiqueraient que le polymére par lui-méme ne serait pas toxique

(Florence, 1991, communication personnelle).
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Tableau 1.5: Effet de 1l'aluminium en présence ou non de dif-
férents 1ligands sur le taux de croissance de
Chlorella pyrenoidosa dans une eau dure
synthétique, a pH 5.2 et contenant 1.1 uM
dtaluminium total (tiré et adapté de Helliwell et
al., 1983). La concentration en Al*® est calculée
a partir du programme MINEQL. (---- signifie que
les données nécessaires au calcul n'étaient pas
disponibles).

LIGANDS Al ILABILE [A1%*] TAUX DE CROISSANCE
[mg- L] MESURE [uM] CALCULE [uM] (% témoin)
Sans 0.76 0.22 48
Acide salicylique, 5.0 0.92 0.26 85
Acide fulvique, 10.0 0.63 0.18 85
Acide tannique, 4.0 < 0.07 ——— 113
PO, 105 [uM] 0.37 0.11 125
F, 53 [uM] 0.31 % 0 62
S0,%,10000 [uM] 0.83 0.12 50
$i0;%, 79 [uM] < 0.19 <0.06 116

Ty
L'effet de différents ligands sur la labilité de l'aluminium est démontré sur ce tableau. Les valeurs d'Al
Labile mesurées rendent compte de L!'importance de la complexation de certains ligands pour L'Al. Alors que les
sulfates et l'acide salicylique affectent peu la labilité de L*Al, les acides tanniques, les silicates, les
fluorures et les phosphates s'y complexent grandement et influencent sa labilité vis-a-vis du réactif
colorimétrique, le pyrocatéchol violet (PCV). On se rend compte alors que la concentration nominale en Al
utilisée dans un milieu contenant des ligands organiques ou inorganiques, n'indique en rien sur la
biodisponibilité chimique de (*aluminium.

Par ailleurs, les concentrations en aluminium labile mesurées ne réflétent pas nécessairement la portion toxique
de ltaluminium pour Chlorella pyrencidosa. Par exemple, méme si la concentration en Al labile mesurée est
supérieure en présence d'acide salicylique (0.92 uM) que sans acide (0.76 uM), la croissance de {talgue n'y est
pas plus affectée. Au contraire elle est augmentée par rapport au milieu ne contenant pas de ligand, ce qui
suggére qu'en présence d'acides salicylique, fulvique et tannique, l'aluminium se retrouve sous une forme non
disponible pour les algues et conséquemment affecte moins leur taux de croissance. Inversement, alors que la
concentration en Al labile mesurée est semblable en présence de phosphates et de fluorure, la forme fluoréf_
semble plus disponible et toxique pour les algues que la forme phosphatée. En résumé, ce tableau démontre 1
?tlnle la mesure de la forme labile en aluminium n*est pas un bon indice de la toxicité de L'aluminium présent et
ue les complexes d'aluminium avec le silicate, le phosphate, ou l'acide tannique n‘affectent pas ou peu la
croissance de Chlorella pyrenocidosa, et (”hhe le fluorure et le sulfate offrent peu de protection a l'algue.

La concentration en Al*3 calculée & partir des concentrations mesurées en Al labile montrent aussi qu'elles ne
sont pas reliées dir;gctement a la toxicité. Par exemple, le fluorure complexe tout {'aluminium, diminuant la
concentration en Al - 3 des niveaux trés bas (<0.0 uM), mais la croissance de l‘algue est néanmoins beaucoup
affectée. De méme, alors que [AL*] est semblable en présence de ltacide salicylique ou non, la toxicité de
LtAL ss'avére beaucoup plus importante dans le milieu +ans acide salicylique. C'est te méme phénoméne qu'on
observe en présence de phosphate et de silicate, ol Al"” calculé est semblable mais les effets sont deux fois
plus importants en présence de sulfate comparativement au phosphate.
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A la figure 1.6, la concentration d'aluminium labile requise
pour réduire de 50 % le taux de croissance est présentée en
fonction du pH. Des expériences avec des solutions libres d'alumi-
nium ont démontré que des variations de pH dans la gamme 4.9 et 7.1
n'avaient que peu d'effets sur la croissance algale (données non
présentées). En comparant la courbe de toxicité vs pH (figure 1.6)
avec la distribution d'espéces de la figure 1.5, les auteurs ont
conclu que les espéces labiles, Al%, Al(OH); et Al (OH), ne contri-
buaient pas de facon significative & la toxicité de l'aluminium

pour Chlorella pyrenoidosa. Des fonctions de toxicité générées par

un ordinateur ont montré une plus grande correspondance avec la
courbe expérimentale lorsque Al(OH); était considérée comme étant
la "seule espéce toxique". Ces auteurs considéraient alors que les

expéces toxiques étaient Al (OH)," ou une combinaison de Al (OH)," et

Al (OH)?%.

Une telle conclusion va complétement a l'encontre du modeéle
d'interaction métaux-alqgues décrit dans la section 1.2.1, ou la
toxicité est reliée a la concentration de l'ion métallique libre
(ici: Al1*%) et selon lequel on ne peut parler d'"espéce toxique"
(toutes les espéces monoméres étant en équilibre avec elles-mémes

ainsi qu'avec l'espéce Al-X-cellule).
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Figure 1.6: Courbes représentant la concentration d'aluminium

labile pouvant diminuer le taux de croisance de Chlo-

rella pyvrenoidosa de 50%, en fonction du pH (tirée de

Helliwell et al., 1983).
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Selon les auteurs (Helliwell et al., 1983), pour qu'une toxi-
cité sélective de Al(OH)," se produise, il faudrait que les formes
a1%, Al (OH)," et Al(OH)?®* ne soient pas adsorbées par 1l'algue ou
qu'elles le soient également. Ceci semble peu probable. Il est
connu que 1l'équilibre entre ces formes est établi rapidement
(Smith, 1971; Baes et Mesmer, 1976; Plankey et al., 1986)
probablement plus vite que l'expression de la réponse biologique
(Wilkinson et al., 1990) et une prise en charge sélective de
Al (OH)," de cette solution par adsorption sur 1'algue ménerait a une
re-équilibration rapide des formes ci-haut mentionnées. La dite
toxicité sélective de Al(OH){'nécessiterait alors que la toxicité
de l'aluminium soit déterminée non pas selon l'approche thermody-
namique d'équilibre chimiques, mais plutdét selon un modéle
cinétique. En d'autres termes, la toxicité de 1l'aluminium
s'exprimerait au fur et a mesure que l'aluminium se lierait a 1la
surface algale (la liaison de l'aluminium provoquerait une réponse
biologique instantanée et irrévoquable)... et il faudrait postuler
que la forme Al(OH)é’réagisse plus rapidement que toutes les autres
formes de l'aluminium. C'est pourquoi de tels résultats ne doivent
pas étre interprétés comme étant la conséquence d'une plus forte
toxicité ou d'une plus grande disponibilité des hydroxy-complexes

d'aluminium (Neville et Campbell, 1988).

La seule conclusion que 1'on peut tirer des résultats de cette
étude, est que 1l'aluminium dissous pourrait étre hautement toxique

pour les algues, et peut-étre pour d'autres organismes, dans les
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eaux naturelles légérement acides et pauvres en matiére organique

et en éléments nutritifs comme les phosphates et les silicates.
D

Comme il 1l'a été démontré dans ce premier chapitre,
1'évaluation de la toxicité de 1'aluminium en milieu acide s'avére
assez complexe. Nous tenterons dans les prochains chapitres de
vérifier la capacité du modéle d'ion libre pour expliquer la
toxicité et la biocaccumulation de l'aluminium en contrdlant le plus
possible les paramétres biotiques et abiotiques qui sont influencés
par le pH. Le chapitre 2 décrit en détail la méthodologie et le
matériel employés pour cette recherche. La mise au-point du milieu
d'exposition et 1'évaluation des effets du pH sur la croissance de

Chlorella pyrenoidosa constituent le chapitre 3. Dans le chapitre

4, nous avons évalué les -effets du pH sur les interactions

1

métaux/membrane en titrant les algues et en quantifiant les

¢ en mesurant

ligands (L°) présents sur la surface cellulaire;
l'adsorption d'un métal (Mn) dont la spéciation ne varie pas dans
la gamme de pH étudiée (7--»5); et 3 en évaluant les effets du pH

sur la perméabilité membranaire.

C'est dans le chapitre 5 que 1'évaluation de la toxicité de
i'aluminium en fonction de sa spéciation est réalisée. Trois
formes d'aluminium ont été testées: aluminium monomére inorganigue,

aluminium polymére et aluminium organique. Le concept de




compétition H'/Al*® au niveau de la membrane a été considéré. Le
chapitre 6 vise a relier 1la toxicité de 1l'aluminium a sa
bioaccumulation, & ses interactions avec 1le métabolisme du
phosphore, & ses effets sur le volume cellulaire et a ses
influences sur la perméabilité membranaire. Enfin le chapitre 7
synthétise toute 1l'information présentée dans la thése et améne des

avenues de recherche qui resteraient a étre explorées.
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES

Ce chapitre décrit 1'approche expérimentale et les techniques
de base utilisées dans les expériences présentées dans les
chapitres suivants. Une description spécifique et plus détaillée
apparait dans la section "Matériel et méthodes"™ de chacun de ces

chapitres.

2.1 Approche générale

L'approche expérimentale implique des mesures paralléles de
spéciation d'aluminium et de biodisponibilité d‘'aluminium (bioac-
cumulation/toxicité) dans des solutions synthétiques de composition

connue (variables: [Al],; pH).

2.1.1 Spéciation de 1'aluminium

La détermination de la spéciation de l'aluminium est réalisée
selon deux approches différentes mais complémentaires (Florence et
Batley, 1980; Florence, 1982; Campbell et Tessier, 1988), 1l'une

expérimentale et 1l'autre théorique.

1- La méthode expérimentale implique la détermination des proprié-
tés physiques (taille) et/ou des réactivités chimiques (c.a.d.
comportement d'échange ionique) de 1'aluminium. Ainsi, pour

déterminer la spéciation de 1'aluminium, des  techniques
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expérimentales (filtration, échange d'ions, chélation-extraction)
sont utilisées pour estimer 1les contributions relatives de
lt'aluminium inorganique dissous, organique dissous et de
l'aluminium colloidale (Campbell et al., 1983; Driscoll, 1984;

LaZerte, 1984; Seip et al., 1984).

2- La méthode théorique consiste en calculs thermodynamiques
impliquant l'utilisation des concentrations totales ([M]; [L],), du
pH et des valeurs publiées des constantes de stabilité qui servent
4 calculer la contribution a 1'équilibre des différentes espéces
(Jenne, 1979). Un modéle d'équilibre chimique (ex.:MINEQL-Westall
et al., 1976) est utilisé pour calculer la spéciation théorique de
i‘aluminium, soit 1la distribution de 1'aluminium parmi ses
différentes formes inorganiques (Al1*3, Al (OH), , AlF

-
]

.+ Al _(OH) ).
2.1.2 Biodisponibilite de lt'aluminium

La biodisponibilité de l'aluminium est évaluée par 1l'utilisa-

tion d'une algue unicellulaire (Chlorella pyrenoidosa) sensible a

l1'aluminium (Helliwell et al., 1983) en suivant son accumulation et

ses effets sur 1l'inhibition de sa croissance.

Les bioessais sont réalisés en milieu synthétique défini
({Al]), pH, [F]...). Une attention particuliére est portée pour
différencier entre les changements survenant dans la solution

expérimentale, c.-a-d. les changements de spéciation, et ceux qui
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surviennent a 1'interface biologique (e.g. changements de la chimie
de surface, de la perméabilité de membrane). La contamination et
les pertes en aluminium par précipitation ou par adsorption sur les

parois de contenants sont minimisées.

Les cellules sont prélevées de leur milieu de culture tét
pendant la phase exponentielle de croissance (réserves intracellu-
laires en éléments nutritifs suffisamment élevées pour permettre
une croissance soutenue dans le milieu contenant 1l'aluminium, qui
ne peut contenir des phosphates ni des silicates), et la croissance

est évaluée pendant 5 jours (Helliwell et al., 1983).

Puisqu'il convient de faire varier la spéciation de 1l'alumi-
nium inorganique en changeant le pH (Helliwell et al., 1983; Clark
et LaZerte, 1985) on dpit se préoccuper de 1l'influence de ces
changements de pH sur 1'£nterface biologique elle-méme (Peterson et
al., 1984; Campbell et Stokes, 1985). Pour évaluer 1l'importance de
cet effet chez les algdés unicellulaires, on y fait varier le pH
dans des expériences de contrdle (sans Al) et on suit la
perméabilité des cellules (sorbitol-'“C) et les propriétés de
surface (en employant comme indicateur 1les ions Mn*? dont 1le
pourcentage d'ion libre ne change pas dans la gamme de pH 4.5 a
7.0). De plus on effectue des titrages des suspensions d'algues
(Stary et al., 1983) afin de caractériser les propriétés acide-base
de la surface algale. De la méme maniére, on évalue l'influence de
changements de pH sur le taux de croissance de l'algue test. Les
expériences décrites permettent de vérifier 1'applicabilité du

modéle d'interaction Al(OH) + cellule algale.
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2.2 Analyses
2.2.1 Généralités analytiques

Ssauf avis contraire, les réactifs utilisés dans la présente
étude sont de grade analytique. L'eau ultrapure employée pour la
préparation des solutions de réactifs ou d'étalons anélytiques
provient d'un systéme commercial (Millipore Milli Q3-RO/Milli Q2).
Ce systéme implique d'abord de 1l'osmose renversee, suivie de
1'échange ionique, d'un traitement au charbon actif et d'une

filtration finale (0.2 um).

Afin d'éviter la contamination en aluminium par la verrerie,
seule la vaisselle en polyéthyléne, en polypropyléne ou en Teflon®
est employée. Avant son utilisation, elle est mise a tremper dans
de l'acide nitrique diiué (20% v/v; 24 h) et ensuite elle est
rincée 6 fois a l'eau désionisée puis finalement 3 fois a l'eau

ultrapure.

Aucune contamination en aluminium et en manganése n'a été

détectée (< 3 pg- LV Al; < 0.1 pg- L' Mn) dans les solutions.

Le tableau 2.1 décrit les méthodes analytiques employées pour

mesurer les différents paramétres d'intérét dans la présente étude.
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Tableau 2.1 Résumé des méthodes analytiques employées dans les

laboratoires de 1'INRS-eau (Tiré de Campbell et al.,

1989).

Paramétre

Méthodes analytique

Carbone organique

pH

Al total

Al dissous

Al monomére total

Al monomére organique

Phosphore

-

Conversion en CO, par digestion humide en
milieu oxydant et sous irradiation UV,
puis mesure de conductivité apreés
combinaison avec une solution de NaOH
dans un autoanalyseur.

Mesure par électrode sélective aux ions
H'. Etalonnage & 1l'aide de solutions
tampon commerciales.

Mesure par spectrophotométrie
d'absorption atomique au four de graphite
aprés acidification de 0.5% V/V avec de
l'acide nitrique ultrapur (Ultrex).
Etalonnage a 1l'aide de dilutions d'une
solution étalon commerciale d'aluminium.

Ccomme dans le cas précédent sauf que la
portion d'échantillon est filtrée sur
membrane de polycarbonate (0.40 pum;

- Nuclepore) avant lt'acidification.

Filtration sur membrane de polycarbonate
(0.40um; Nuclepore) et réaction avec le
catéchol violet a pH 5.6, puis mesure de
1'absorbance du complexe formé & 590 nm a
l'aide d'un autoanalyseur.

Comme dans le cas précédent sauf dque
1'échantillon est passé sur une colonne a
échange de cations avant 1la réaction
colorimétrique.

Ooxydation du phosphore total en
orthophosphates dissous; formation d‘'un
complexe phospho-molybdate d'antimoine;
formation d'un complexe de couleur bleu
aprés réducticn a 1l'acide ascorbique;
mesure colorimétrique par autoanalyseur
Technicon.
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2.2.2 Spéciation de l'aluminium

La solution est d'abord filtrée sur une membrane en
polycarbonate (0.4 um Nuclepore; membrane rincée au préalable a
l'eau ultrapure) ce qui permet de distinguer l'aluminium total et
l'aluminium dissous. Cette procédure a déja été testée pour son
efficacité (pas de pertes d'aluminium ni de contamination: Campbell

et al., 1983).

Dans un deuxiéme temps la contribution de formes monoméres et
polyméres de la solution est déterminée pour connaitre 1la
spééiation chimique de 1l'aluminium. La technique utilisée
s'inspire de celle décrite dans Rogeberg et Henriksen (1985) et
utilise 1'échange cationique pour différencier 1'aluminium
inorganique de 1'aluminium associé & la matiére fulvique ou humique
(Campbell et al., 1983; 1989; Drisqoll, 1984). L'aluminium est
dosé par spectrophotométrie d'absorption atomique au four de
graphite (Al total; Al filtrable) ainsi gque par colorimétrie.
Cette derniére étape implique la réaction de l'aluminium avec le
catéchol violet, un réactif colorimétrique qui, a pH 5.6 et pour de
courts temps de réaction, ne réagit qu'avec l'aluminium monomeére

(Dougan et Wilson, 1974).

Cette approche analytique permet de différencier entre

l1'aluminium particulaire, 1'aluminium dissous monomére (inorganique
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ou organique) et l'aluminium colloidal ou polynucléaire. Le schéma

analytique est présenté a la figure 2.1.

La distribution de l'aluminium, parmi ses différentes formes
inorganiques monoméres, est calculée a partir des valeurs de pH, de
[F], et de [S0O,],, & 1'aide d'un modele mathématique rendant compte
des équilibres chimiques impliqués (Westall et al., 1976; Campbell
et al., 1982; 1984a, b). Le modéle mathématique tient compte des

formes d'aluminium suivantes:

aquo ion A1*3

hydroxo-complexes A1OH", Al (OH),",

Al (OH),

fluoro-complexes

L
13

sulfato-complexes

AlF'?, ALF,", AIF
AlF,", AlF,°,
AlF,

37

AlS0,", Al(S0,),

précipité d'hydro-
xyde d'aluminium

Al (OH)(s)

Notons dque cette 1liste ne comprend pas de complexes
polynucléaires ni de complexes organiques. Nous avons donc employé
les valeurs d'aluminium inorganique monomére comme données d'entrée
pour le modéle mathématique. Les résultats numériques ainsi
obtenus, quoique trés révélateurs, doivent étre considérés
prudemnment a cause de 1'imprécision liée aux données

thermodynamiques de base (Nordstrom et al., 1979; Schecher et

Driscoll, 1987).

82




Echantillon dt'eau
(non filtré)

|

acidification

filtration
(0.4 um; Nuclepore)

dosage Al total acidification
(aa) |
complexation échange
1 dosage catéchol violet cationique
Al filtrable ({pH 5.6; (colonne)
(aa) autoanalyseur)
L
dosage complexation
Al monomére catéchol violet
(colorimétrie) (pH 5.6;
autoanalyseur)
' 3
Déductions possibles dosage
Al monomeére
1 Al, = Al total organique
2 Al filtrable Al dissous (colorimétrie)
1-2 Al particulaire
3 Al, = Al monomé;e (inorg?nique'+ organique)
4 Al = Al monomére organique 4
2-3 Al polynucléaire
3-4 (Al,)-(Al,,) = Al monomére inorganique
Figure 2.1: Schéma analytique pour déterminer la

spéciation de 1l'aluminium (voir Rogeberg et
Henriksen, 1985). (aa: spectrophotométrie
d'absorption atomique au four de graphite).
Tiré de Campbell et al. (1989).
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2.2.3 Analyse de l'aluminium et du manganese

Aluminium total et dissous

L'aluminium total ainsi que l'aluminium dissous sont mesurés
par spectrophotométrie d'absorption atomique au four de graphite
(spectrophotométreVarian,sérieSpectrAA—30;four-échantillonneur:
GTA-96). Les échantillons sont préservés au préalable a 4°C au
réfrigérateur apres acidification avec 0.5% de HNO, concentré

Ultrex dans des bouteilles de polyéthyléne.

Le programme utilisé pour la mesure est le suivant:
longueur d'onde: 309.3 nm
fente: 0.5 nm
courant de la lampe: 5.0 mA
calibration: absorbance
gaz porteur: Argon (Normal), azote (Alterné)
correcteur de bruit de fond: off

conc. / 0.25 pA: 125 ug- L

Etape Temp. (°C) temps (s) débit type lechre
1l 75 5 3 Alt

2 100 30 3 Alt

3 150 25 3 Alt

4 1000 5 3 N

5 1000 10 3 N

6 1000 2 0

7 2500 1.2 0 (0101
8 2500 1 0 oul
9 2550 2 3 N
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Un modificateur de matrice est utilisé pour empécher
l'interférence majeure due a la précipitation de l'aluminium sous
lt'effet de la chaleur sous la forme de Al,O;. Le modificateur
utilisé vise a complexer 1l'aluminium. Il s'agit d'un mélange de
Triton X-100 et de EDTA qui permet 1l'atomisation a plus faible

température.

Cette technique permet une limite de détection de 3 pg- L1
d'aluminium. La gamme de travail se situe entre 3 et 250 pg- L
d'Al. Selon 1'expertise du laboratoire de 1'INRS-eau, la précision
de la méthode est de 2% & une concentration de 23.5 ,u.g-L’1 et la
justesse égale 4% d'écart a une concentration de 23.5 ug- L', Les
échantillons certifiés utilisés sont le SLRS-1 du CNRC. La valeur

certifiée est de 23.5 *71 ug-L'.

Aluminium monomére organigue et monomére total

La méthode utilisée pour mesurer 1l'aluminium monomére
organique et monomére total est basée sur la réaction de
l1'aluminium avec le pyrocatéchol violet en incorporant une colonne

a échange d'ions adaptée a un autoanalyseur Technicon.

Afin d'éviter la complexation du fer avec le pyrocatéchol
violet, on ajoute de la phénanthroline (0.5 mg-mL'). Celle-ci a
une constante de complexation plus élevée avec le fer qu'avec le

pyrocatéchol violet avec le fer.
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Les échantillons prélevés pour ces analyses ne sont pas
acidifiés mais sont conservés a 4°C au réfrigérateur dans une
bouteille de polyéthyléne. L'appareillage, le schéma de montage et
le protocole analytique sont décrits dans le document de méthodes

analytiques du laboratoire de 1'INRS-Eau (1989).

La limite de détection de cette méthode est de 3 ug-L'. La
gamme de travail se situe de 3 a 200 ug-L*. Selon des tests
effectués au laboratoire de 1'INRS-eau, la précision est de.6.3%
a une concentration de 15 ug-L!' et &4 2.3% a4 une concentration de
200 ug-L. L'échantillon certifié utilisé est le méme qu'en
absorption atomique: SLRS-1 du CNRC. Par contre celui-ci ne sert
qu'a titre indicatif car sa fiabilité n'a pas encore été démontrée
pour cette technique ‘puisqu'il n'est pas évident que tout
1'aluminium contenu dans l'échantillon SLRS-1 soit présent sous

forme monomeére.

Aluminium dans les tissus biologiques

Aprés avoir digéré les échantillons d'algues (voir section
2.2.4) 1lt'aluminium dans les solutions acides résultantes de 1la
digestion est mesuré par spectophotométrie d'absorption atomique au
four de graphite. Entre l'étape de digestion et 1l'analyse, les

échantillons sont conservés au réfrigérateur a 4°C.
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Le spectrophotométre utilisé est le méme que pour l'aluminium

total et dissous. Les conditions d'utilisation sont les suivantes:

longueur d'onde: 309.3 nnm

fente: 0.5 nm

courant de la lampe: 5.0 mA

calibration: absorbance

gaz porteur: Argon (Normal), azote (Alterné)
correcteur de bruit de fond: off

conc. / 0.25 pA: 150 ug- L™

Etape Temp. (°C) temps (s) débit type lechire
1 75 53 3 Alt

2 100 . 30 3 Alt

3 150 25 3 Alt

4 1000 5 3 N

5 1000 10 3 N

6 1000 2 0

7 2500 1.2 0 OoUIl
8 2500 1 0 OoUI
9 2550 2 3 N

Dans ce cas-ci on utilise aussi un modificateur de matrice
soit le Triton X-100 et 1'EDTA. La limite de détection pour des
échantillons standards (NBS) de feuilles de citronnier pesant 1 g
est de 1 pug. La précision varie beaucoup selon la concentration de
l'échantillon: 6 % a une concentration de 74.1 ug-g'; 20% a une
concentration de 123 ug-g'. La justesse est evaluée a 16% d'écart
a une concentration de 92 ug-g' et a4 1.5% pour une concentration
de 39.6 ug-g'.
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Les échantillons certifiés utilisés sont 1les feuilles de
citronnier du NBS qui ont une valeur certifiée de 92 % 15 ug

al-g' de poids sec.

Manganése total et dissous

Le manganéese total et dissous est mesureé par
spectrophotométrie d'absorption atomique au four de graphite
(Spectrophotométre Varian, série SpectrAA-30; four-échantillonneur
Varian GTA-96). Les échantillons sont conservés au réfrigérateur
a 4°C dans des bouteilles en polyéthyléne ou en Teflon®. Les

conditions d'analyses au four de graphite sont les suivantes:

longueur d'chde: 279.5 nm
fente: 0.2 nn

courant de la lampe: 5.0 mA
calibration: hauteur de_pic
température d'injection: 40°C
gaz porteur: Argon + azote
correcteuf de bruit de fond: on

conc. / 0.50 pA: 8 ug-L
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Etape Temp. (°C) temps (s) débit type lectire
i 75 5 3 Azote
2 110 30 3 Azote
3 200 20 3 Argon
4 900 2 3 Argon
5 900 5 3 Argon
6 900 2 0 Argon
7 2500 0.8 Y] Argon OoUI
8 2500 2 0 Argon oul
9 2550 1 3 Argon

Aucune interférence n'a été relevée pour cette analyse. La
limite de détection pour le manganése est de 0.1 pg- L', La gamme
de travail se situe entre 0.50 et 20.0 ug-L'. La précision est de
4% a une concentration de 1.7 pg-L''. Aucun échantillon certifié

n'est présentement disponible pour le manganése.

Manganése dans les digestions d'algques

La méme méthode décrite pour l'analyse du manganése total et
dissous est utilisée pour lt'analyse du manganése dans les solutions
résultantes des digestions d'algues. Les feuilles de citronnier
sont utilisées comme échantillon certifié (23 * 2 ug Mn-g ! de poids

sec) .
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2.2.4 Digestion des algues

Aprés filtration des suspensions d'algues, les filtres
(filtres Nuclepore, 0.4 pm) sont rincés avec le milieu expérimental
ne contenant ni algues ni métaux puis transposés dans un pétri et
mis & sécher dans un four a 70°C pendant plus de 24 h ou jusqu'a ce
que les échantillons aient un poids constant pendant 3 jours
consécutifs aprés un séjour de 24 heures au dessicateur. Les
filtres sont ensuite déposés délicatement dans une bombe de Teflonf
avec 0.5 mL d'acide nitrique concentré (Uitrex). Les digestions
sont pratiquées dans un bain marie pendant 15 minutes a 100°C. Les
bombes sont alors immédiatement asséchées et laissées de cdté sous
la hotte a flux laminaire pour que leur température retombe a la
température de la piéce’ (12 heures). On ajoute ensuite 4.5 mL
d'eau ultrapure pour dilution. A cette étape, les échantillons

sont préts a 1l'analyse pour leur contenu en Mn ou en Al.

Toutes les manipulations & l'exception des digestions sont

faites sous la hotte a flux laminaire.

Des échantillons standards de feuilles de citronnier sont
traités de facon identique pour chaque expérience afin de vérifier
la validité de la digestion et de 1'analyse (citrus leaves, NBS No.
1572: [Al}] = 92 % 15 mg-g'; [Mn] = 23 % 2 rg-g'). Parallélement,
des blancs (réactifs digérés sans échantillon biologique) sont

mesureés.
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2.2.5 Analyse du phosphore

Le phosphore est mesuré par autoanalyseur Technicon apres
digestion et transformation du phosphore total en orthophosphates.
La méthode d'analyse est basée sur la formation d'un complexe de
couleur bleu par réduction a 1l'acide ascorbique du complexe
phospho-molybdate d'antimoine formé a partir de molybdate

d'ammonium, de tartrate de potassium et d'antimoine.

Oon récolte 50 mL de la suspension d'algues dans un ballon
volumétrique. Les solutions sont alors digérées en ajoutant 0.4 g
de persulfate de potassium et 2% d'acide sulfurique et en les
autoclavant a 250°C pendant 20 minutes. Aprés jaugeage a l'eau
Millipore, 1les orthophgsphates sont mesurés par autoanalyseur
Technicon. La limite de détection est de 10 ug-L' en P. La gamme
de travail se situe entre 10 et 300 pg L' en P. 1La précision est

de 2% & une concentration de 60 ug-L'.

Le protocole analytique est décrit dans le document de

méthodes analytiques du laboratoire de 1'INRS-eau (INRS-eau, 1989).
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2.2.6 Analyse du carbone organique dissous

Les concentrations en matiére organique dissous, exprimées en
mg C-L’', sont obtenues & 1'aide d'un auto-analyseur Technicon muni
d'un dispositif "DIC-DOC" selon la technique mise au point au
Ministeéere de 1'Environnement du Québec (Ministere de

1'Environnement du Québec, 1986).

Une fois 1'échantillon acidifié avec de l'acide sulfurique
(Hgﬁ% IN; pH < 2) le carbone inorganique est éliminé par un courant
d'argon. On ajoute ensuite du persulfate de potassium (0.15 M) et
on irradie a la lumiére ultraviolette. La matiére organique est
alors transformée en acide carbonique absorbé dans une solution de
NaOH (0.0017 N). La concentration en carbone organique dissous est
ensuite déterminée par une mesure de la conductivité électrique a
partir de la conductivité équivalente limite & 25°C du NaOH et du

Na2C03'

La conductivité électrique diminue proportionnellement avec la
quantité de gaz carbonique absorbé dans la solution. La
sensibilité de la méthode est de 0.80 umhos-cm '/mg-L' pour une
concentration de 10 mg-L'. La limite de détection en carbone
organique dissous est de 0.1 mg- L' de carbone. La gamme de travail
se situe entre 1.0 et 20.0 mg-L' ou entre 0.1 et 5.0 mg-L’' de
carbone. La précision a été déterminée comme étant de 0.5% pour

une concentration de 10 mg-L' et & 2.4 % pour une concentration de
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1.0 mg- L1, Ces caractéristiques sont déterminées a partir de
standards "faits maison" produits a 1'INRS-Eau, ol, a partir d'une
solution de 1000 mg-L', des sous-échantillons de 0.1 et 20 mg- L

sont mesurés 10 fois.
2.3 Organisme et condition de croissance

Pour toutes les expériences effectuées on utilise une algue
verte (Chlorophyta) unicellulaire: Chlorella pyrenoidosa,
fréquemment employée (Helliwell et al., 1983; Colman et al., 1986)
en laboratoire & cause de la facilité a la faire croitre et a la
manipuler. Il s'agit d'une Chlorococcacea de 1l'ordre des

Chlorococcales.

Cette algue unicellulaire est caractérisée par sa forme
sphérique ayant un diamétre de 6 & 12 um. On la retrouve solitaire
ou agrégée. Ces cellules sont rondes ou ellipsoides et ses
chloroplastes sont pariétaux ou plats. La reproduction se déroule

a partir du protoplaste de la cellule mére pour former 4 ou 8

cellules filles (non mobiles).

Les cultures de Chlorella pyrenoidosa croissent dans le milieu

AAP modifié par Chiaudani et Vighi (1978) dont la composition est
présentée au tableau 2.2. Afin de minimiser la précipitation
d'oxyde de fer dans le milieu de culture, le mélange de mnmétaux

traces et les macronutriments sont autoclavés séparément et sont
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Tableau 2.2: Composition du milieu AAP (Algal Assay
Procedure) modifié (inspiré de cChiaudani et

Vighi, 1978, et de Payne et Hall, 1978).

COMPOSES CONCENTRATION FINALE (M)
MACROELEMENTS

NaNO, 3.00-107*
MgCl, 5.99-107
Mgso, 1.23-10°
cacl, 3.00-107
NaHCO, 1.79-10%
K,HPO, 6.00-10°

OLIGO-ELEMENTS

14

H;BO, 3.00-10°°
MnCI, 2.10-10°°
ZnCl, 2.50-107°
coCly’ 1.20-107°
cucl, 5.00-10"
Na,Moo, 3.00-10°®
FeCl, 1.00-10°
Na,EDTA 8.00-1077

La force ionique de ce milieu est de
1.034-103 M- L' (avant 1'ajout du tampon).
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combinés de facon aseptique aprés refroidissement (Bates et al.,

1982).

Les cultures axéniques de Chlorella pyrencidosa sont placées

dans un incubateur de type "Conviron" (modéle CMP 2023) ou la

-1 sont

température (20°C * 1°C) et la luminosité de 115 * 5 pE-m? s
maintenues constantes. La lumiére est produite par des tubes

fluorescents froids et blancs.

Les algues sont cultivées en milieu semi-continu; la dilution
du milieu de croissance a tous les cing jours (1/5 jour) maintient
la culture en croissance exponentielle. Pour obtenir une biomasse
importante, les algues sont maintenues dans une bouteille de
Teflon® de deux litres transparente et sont aérées avec de l'air

stérilisé et humidifié.

Les cultures d'algués sont testées pour leur axénicité dans un
bouillon de culture BHI (Difco) 1/10.' De fagon a isoler des algues
axéniques, la formation de colonies est vérifiée sur agar. L'agar
est préparé en chauffant 100 mL de milieu AAP a 95°C dans un flacon
de 200 mL au bain-marie, et en ajoutant lentement avec agitation
1.5% d'agar (1.5 g-100 mL'). lLe tout est stérilisé a 121 °C,
1034.2 mm Hg pour 20 a 35 min. Des pétris vides sont aussi
stérilisés. La solution est ensuite refroidie jusqu'a environ 50°C
et est versée dans des pétris (environ 20 mL/pétri) de fagon

aseptique. Les pétris sont laissés dans 1l'incubateur pour une
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période de 24 h. On inocule l'agar a l'aide de tiges de platine
stériles. On attend ensuite quelques jours jusqu'a la formation de
colonies distinctes d'algues. La colonie la plus éloignée des
colonies bactériennes est inoculée dans un nouveau milieu AAP.
Aprés quelques jours, on vérifie si la stérilisation est efficace

en procédant avec un bouillon de culture bactérienne.

Le pH des milieux est maintenu constant par l'utilisation de
tampons dits biologiques et connus pour leur faible pouvoir de
complexation (Martell et Smith, 1977). Les tampons ont été choisis
judicieusement aprés plusieurs expériences qui sont décrites au
chapitre 3. Pour maintenir le pH 4.5, on utilise DMGA (acide 3,3-
diméthylglutarique), pour les pH 4 et 5 < pH < 6: MES (acide 2-(N-
morpholino)-éthanesulfonique); pour les pH > 7: HEPES (acide N-2-

hydroxyéthylpiperazine-N'-éthanesulfonique), (107°M).

2.4 Milieu d'exposition (AAP-P-MT, tampon 0.01 M)

La mise au point du milieu d'exposition utilisé pour Chlorella

pyrenoidosa est décrite au chapitre 3. Ce milieu est sensiblement

le méme que le milieu de croissance sauf que le phosphore ainsi que
les métaux traces en sont exclus. Le pH est ajusté finement avec du
HCl et du NaOH 0.1 M, et est maintenu constant par l1'utilisation de
tampons biologiques. Les tampons employés n'ont pas de pouvoir

élevé de complexation avec les métaux étudiés (Martell et Smith,
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1977). Le choix des tampons est expliqué plus loin (3.3: Mise au

point du milieu d'exposition).

2.5 Protocole expérimental

2.5.1 Mesure de la croissance

Toutes les expériences concernant les effets du pH, de 1'Al ou
du Mn sur la croissance de Chlorella pyrenoidosa se déroulent dans
un incubateur de type "“Conviron" (modéle CMP 2023) ou la
température (20°C + 1°C) et la luminosité de 115 + 5 uE-m?-s™! sont
maintenues constantes. La lumiére est produite par des tubes
fluorescents froids et blancs. Les pH sont mesurés presque tous
les jours. Les milieux expérimentaux sont toujours préparés au
moins 24 heures avant le début de 1l'expérience afin de permettre un

meilleur équilibre.

Les cellules sont comptées tous les jours avec un compteur a
particules (Coulter Counter: modéle TA-II). Le volume cellulaire
moyen (VCM) est obtenu en calculant la moyenne géométrique de la
distribution des classes de taille. Considérant que les cellules
sont sphériques, la surface cellulaire en est déduite a partir du

rayon.

Le début de la phase exponentielle de ces algues correspond a
environ 10° cellules-mL' (figure 3.1). C'est a cette concentration

de cellules que les algues sont centrifugées a 6 000 tours- min™'
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durant 20 minutes, dans des tubes de polycarbonate. Notons que
selon Bates et al. (1982) la nature de la surface cellulaire n'est

pas altérée de facon significative aprés ce traitement.

Aprés ce traitement, les algues sont rincées avec un milieu
AAP modifié a pH déterminé (ne contenant ni phosphore, ni métal et
de force ionique égale a 9.9-10°% M-L''). Cette routine est répétée
trois fois afin de s'assurer que, ni phosphore, ni métal, ne soit
introduit dans les milieux expérimentaux. e culot final des
éellules est resuspendu dans un faible volume de milieu
expérimental. Un millilitre de cette culture concentrée est
transféré dans une bouteille de Teflon® de 1 L contenant le milieu

expérimental.

Au début de chacune des expériences, les cellules sont
comptées et leur état morphologique apparent est caractérisé au
microscope. La croissance est suivie sur une période moyenne de
seulement 4 jours afin que les tests de toxicité effectués relatent
bien l'effet du toxique et non pas le manque d'éléments nutritifs

et d'autres facteurs limitants, ol méme les échantillons contrdles

pourraient étre affectés.

Les expériences sont répétées en triple pour chacun des
traitements, que 1l'on compte deux fois. Les moyennes et les écart
type sont calculés sur 3 répétitions. Les résultats sont exprimés

en pourcentage par rapport a un témoin.
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Les différences significatives entre les traitements sont
testées par une analyse de variance a un critére de classification
a4 un seuil de 5%. L'hypothése principale que sous-tend cette
analyse est 1'égalité des moyennes (H,: pl=u2=u3=,..=pk).
L'hypothése inverse (H,) veut qu' au moins deux moyennes soient
différentes. De plus, l'analyse de variance suppose l'égalité des
variances et la normalité des populations d'origine. Si des
différences significatives sont calculées (H, acceptée), on procede
a un test de comparaisons multiples Duncan (Duncan's multiple range
test) qui permet d'identifier 1les échantillons différents
(Scherrer, 1984). Lorsque des comparaisons de moyennes sont
effectuées entre 2 échantillons, le test t de Student est utilisé
avec un seuil de signification de 5%. Si 1'égalité des variances
n'est pas vérifiée ou ssi les échantillons ont des effectifs
différents, on procéde a& une analyse non paramétrique: Kruskall-

Wallis. L'analyse de variance s'effectue alors sur les rangs.

2.5.2 Mesure de la prise en charge des métaux

La prise en charge est mesurée a partir d'algues qui ont été
mises en contact avec un métal. Aprés des périodes de temps bien
déterminées, un aliquot d'algues est filtré sous faible pression,
digéré et mesuré. On détermine ainsi la concentration totale en

métal pris en charge par les algues (voir figure 2.2).
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Afin de distinguer les métaux adsorbés des métaux absorbés, on
procéde a une extraction a 1'EDTA (Bates et al., 1982). A chaque
prise d'échantillons, une série paralléle est mise en contact avec
10* M de EDTA et 6-10% M de chlorure de calcium (pour ajuster 1la
force ionique) pendant une période d'au moins 20 minutes.
L'échantillon est ensuite filtré, digéré et analysé pour déterminer
la concentration en métal non—-extractible & 1'EDTA, qu'on appellera
ici "cellulaire". ILe métal adsorbé (ou extractible &a 1'EDTA)
résulte de 1la soustraction entre le métal total et le métal
cellulaire. Les concentrations sont exprimées en mole par surface

cellulaire filtrée (mol-m'?).
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Milieu expérimental

algues

Echantillon Echantillon

contact avec EDTA (10™* M) et CaCl, (6-107% M)

filtration (0.4 ym) filtration (0.4 um)
digestion (HNO;) digestion (HNO;)
Metal - Meéetal = Metal
total cellulaire adsorbé

Figure 2.2 Diagramme présentant 1la technique utilisée pour
distinguer le métal adsorbé du métal cellulaire.

101




2.6 Références

Bates, S.S., A. Tessier, P.G.C. Campbell et J. Buffle, 1982. Zinc
adsorption and transport by Chlamydomonas variabilis and
Scenedesnmus subgpicatus (Chlorophyceae) grown in
semicontinuous culture. J. Phycol., 18:521-529.

Campbell, P.G.C., B. Dubreuil et H.J. Hansen, 1989. Comportement
géochimique de 1'aluminium dans quelques riviéres a saumon de
la Céte-Nord (golfe du Saint-Laurent). Rapp. tech. can. sci.
halieut. aquat. No. 1697:x+ 63 p.

Campbell, P.G.C., R. Bougie et A. Tessier, 1984a. Conmportement
géochimique de 1l'aluminium dans les eaux de la riviére
Cassette (bassin de la riviére des Escoumins) au cours de la
fonte printaniére 1984. INRS-Eau, rapport scientifique no
174, 38 p. (Pour le ministére des Péches et des Océans).

Campbell, P.G.C., R. Bougie, A. Tessier et J.P. Villeneuve, 1984b.
Aluminium speciation in surface waters on the Canadian Pre-
Cambrian Shield. Verh. Int. Verein. Limnol., 22: 371-375.

Campbell, P.G.C., M. Bisson, R. Bougie, A. Tessier et J.P. Vil-
leneuve, 1983. Speciation of aluminium in acidic freshwaters,
Anal. Chem., 55:2246-2252

Campbell, P.G.C., M. Bisson, J. Boisvert, R. Bougie, A. Tessier et
J.P. Villeneuve, 1982. Méthodologie analytique pour
déterminer 1la spéciation de 1l'aluminium dans les eaux
lacustres en voie  d'acidification. INRS-Eau, rapport
scientifique no- 145, 113 p., 1 annexe. (Pour Environnement
Canada) .

Campbell, P.G.C. et P.M. Stokes, 1985. Acidification and toxicity
of metals to aquatic biota. Can. J. Fish. Aquat. Sci., 42:
2034-2049.

Campbell G.C. et A. Tessier, 1988. Metal speciation in natural
waters: Influence of environmental acidification, p.185-207.
Dans: Advances in Chemistry Series 216: Sources and Fates of
Aquatic Pollutants, Am. Chem. Soc., Washington, DC.

Chiaudani, G. et M. Vighi, 1978. The use of Selenastrum
capricornutum batch cultures in toxicity studies, Mitt. Int.
Verein. Limnol., 21:316-329.

Clark, K.K. et B.D. LaZerte, 1985. A laboratory study of effects
of aluminum and pH on amphibian eggs and tadpoles. Can. J.
Fish. Aquat. Sci., 42:1544-1551.

1062



Colman, B., P.C. Brickell et K.A. Gehl, 198e6. The uptake of
mannitol and sorbitol by a species of Chlorella
(CHLOROPHYCEA) . J. Phycol., 22, 436-440.

Dougan, W.K. et A.L. Wilson, 1974. The absorptiometric
determination of aluminum in water. A comparison of some
chromogenic reagents and the development of an improved
method. Analyst, 99: 413-430.

Driscoll, C.T., 1984. A procedure for the fractionation of aqueous
aluminium in dilute acidic waters. Int. J. Environ. Anal.
Chem., 16:267-283.

Florence, T.M. et G.E. Batley, 1980. Chemical speciation in natural
waters. Crit. Rev. Anal. Chem., 9:219-296.

Florence, T.M., 1982. The speciation of trace elements in waters.
Talanta, 29:345-364. :

Helliwell, S., G.E. Batley, T.M. Florence et B.G. Lumsden, 1983.
Speciation and toxicity of aluminum in a model fresh water.
Environ. Technol. Lett., 4: 141-144.

INRS~-eau, 1989. Manuel des méthodes de laboratoire, Institut
national de la recherche scientifique, juin 1989, 350p.

LaZerte, B.D., 1984. Forms of aqueous aluminum in acidified catch-
ments of central Ontario: a methodological analysis. Can. J.
Fish. Aquat. Sci., 41:766-776.

Martell, A.E. et R.M. Smith, 1977. Critical Stability Constants,
Vol. 3, Plenum Press, NY. 271 p.

Ministére de 1'Environnement du Québec, 1986. Eaux-Détermination
du carbone organique dissous. Méthode conductivimétrique
automatisée. Méthode MENVIQ. 86.01/303 - C 2.1.

Nordstrom, D.K., L.N. Plummer, J.M.L. Wigley, T.J. Wolery, J.W.
Ball, E.A. Jenne, R.L. Bassett, D.A. Crerar, T.M. Florence,
B. Fritz, M. Hoffman, G.R. Holdren, G.M. Lafon, S.V. Mattigod,
R.E. McDuff, F. Morel, M.M. Reddy, G. Sposito et J.
Thrailkill, 1979. A comparison of computerized chemical
models for equilibrium calculations in aqueous systems, p.
857-892. Dans: Chemical modeling in aqueous systems, E.A.
Jenne (éd.), A.C.S. symposium Series No 93, Am. Chem. Soc.,
Washington, DC.

Payne A.G. et Hall R.H., 1978. A method for measuring algal

toxicity and its application to the safety assessment of new
chemicals, pp. 171-180. Dans: Aquatic Toxicology, L.L.

Marking et R.A. Kimerle (éds), ASTM STP 667, Am. Soc. Testing
Materials, Philadelphia, PA.

103




Peterson, H.G., F.P. Healy et R. Wagemann, 1984. Metal toxicity to
- algae: a highly pH dependent phenomenon. Can. J. Fish. Aquat.
Sci., 42: 974-979.

Rogeberg, E.J.S. et A. Henriksen, 1985. An automated method for
fractionation and determination of aluminum species in fresh-
waters. Vatten, 41: 48-53.

Schecher, W. D. et C. T. Driscoll, 1987. An evaluation of
uncertainty associated with aluminum equilibrium calculations.
Wat. Resour. Res. 23:525-534.

Scherrer, B. 1984. Biostatistique (éd.) Gaétan Morin, Montréal,
PQ. 850 p.

Seip, H.M., Muller, L. et A. Naas, 1984. Aluminium speciation:
comparison of two spectrophotometric analytical methods and
observed concentrations in some acidic aquatic systems in
Southern Norway. Water Air Soil Pollut., 23:81-95.

Stary,J., K. Kratzer et J. Prasilova, 1983. Systematic study of
the cumulation of elements on alga. Toxicol. Environ. Chem.,
7:47-61.

Westall, J.C., J.L. Zachary et F.M.M. Morel, 1976. MINEQL, a
Computer Program for the Calculation of the Chemical Equi-
librium Composition:of Aqueous Systems. Mass. Inst. Technol,
Dep. Civ. Eng. Rep. No.18, 91 p.

104







CHAPITRE 3 :EFFET DU pH SUR LA CROISSANCE DE CHLORELLA PYRENOIDOSA






CHAPITRE 3: EFFET DU pH SUR LA CROISSANCE DE CHIORELLA PYRENOIDOSA

Page
Introduction..cecceccccccccnas W eeoceesssesceccssssesessasss 108
Matériel et méthodeS. .. cceceecsecscsscssaccacsnse ceecccses 112

3.2.1 Conditions de CroissanCe......ceeceeceescsccsssss 112
3.2.2 Conditions expérimentales......cceseceecccccccce. 114

3.2.3 Protocole expérimental............ ceeceessaccssss 116

Mise au point du milieu d'exposition.................... 118
3.3.1 Utilisation de tampons biologiques............... 118

3.3.2 DisCcuUSSiON....ceceecececcasccssse cececcccenn ceoee e 128

Sélection du paramétre de croissance..........cccccececee. 130
3.4.1 Biomasse finale (cellules ML ') ..c.ieeieeennaaanann 134
3.4.2 Taux de croissance moyen (L=MOYEN) ¢ oo eneacovecasns 138
3.4.3 Taux de croissance maximal (f-MaX).sceeo- ceceans . 139
3.4.4 Aire sous la courbe de croissance (A)......ceccc-. 141
3.4.5 Superficie (m?) et volume cellulaire (m®)........ 143
3.4.6 CONClUSION. . ¢eceeeesaacccessssssssssssssssasnccss 147
Effet du pH sur la croissance de Chlorella pyrenoidosa.. 148
REFAYONCES . o v s v v e e s snasnsssssssnsssassssasanssssssnnsssen 150

106




Page

ANNEXE 3.A: Mise au point du milieu expérimental............. 154

A.A Milieu AAP; pH 5 (NaOAc); pH 6(MES); pH 7
(PIPES) (0.01M)ievueeeeeeaanncosas e Ceeeeeaaan .. 157

A.B Milieu AAP-T-MT; pH 5, 5.5, 6, 7icceccccececcnncanse 160

A.C Milieu AAP-P-MT; pH 5 (NaOAc); pH 5.5, 6 (MES);
pH7 (PIPES) (OOOOlM);-...'....I..........-‘....... 163

A.D Milieu AAP-P-MT; pH 5 (NaOAc); pH 5.5, 6 (MES);
pH 7 (PIPES) (0.01M);.eeceeenn Ceeeeenn e eceaaaan 165

A.E Milieu AAP-P-MT; pH 5, 5.5, 6 (MES);
PH 7 (PIPES) (0.01M);eeceeeocoonconansns teteeenaeees 169

A.F Milieu AAP-P-MT; pH 4, 4.5 (MES, NaOAc); pH 5,
5.5, 6 (MES); pH (PIPES); (0.01 M) eeeeeuennnn cee.. 172

A.G Milieu AAP-P-MT; pH 5, 5.5, 6 (MES); pH 7 (PIPES;
HEPES); (0.01M)eueeeencecanaaonncons e R & £t

A.H Milieu AAP-P-MT; pH 4, 4.5 (MES, DMGA); (0.01 M);.. 177
A.I Milieu AAP-P-TM; pH 4, 4.5 (DMGA); (0.01 M);....... 180

Références........ R R R RIS 183

107




CHAPITRE 3: EFFET DU pH SUR LA CROISSANCE DE CHLORELLA PYRENOIDOSA

3.1 Introduction

La volonté d'étudier les effets biologiques des précipitations
acides a suscité 1'élaboration de milieux expérimentaux pouvant
rendre compte des effets des ions hydrogéne sur les organismes
vivants. Les tampons dits biologiques sont maintenant utilisés
courramment dans les bioessais (Good et al., 1966; Bates et al.,
1982; Schenck et al., 1988) ou les systémes carbonates ne s'aveérent
pas toujours adéquats. Par exemple, puisque dans les milieux
oligotrophes québécois modérement acides (pH &5.0-6.5) les
concentrations en HCO;” sont assez faibles (< 100 LEq-L'') (Bobée et
al., 1982; Dupont, 1985)? 1'utilisation de systémes CO,-HCO; comme

tampon pourrait biaiser les résultats.

Puisque le pH constitue une variable maitresse pour a peu pres
toutes les réactions biochimiques, il peut influencer la croissance
et la distribution des algues de différentes facons (Gensemer et
Kilham, 1984). Un des effets possibles du pH est son influence sur
les équilibres du systéme de carbone inorganique, qui contrélent
les formes chimiques devant servir comme source de carbone pour les
algues autotrophes (Goldman et al., 1972;, Talling, 1976; Gensenmer
et Kilham, 1984). Le pH ambiant détermine quelle forme de carbone
prédomine, et des recherches ont démontré que le CO, ou le HCO,

sont utilisés différemment par les algues (Raven, 1970; Shapiro,

108




1973; Moss, 1973). Ceci explique pourquoi, par exemple,
Scenedesmus (qui peut utiliser HCO;') est généralement retrouvé dans
les milieux neutres alors que Chlorella (qui utilise uniquement le
CO,) est restreinte a des conditions plus acides (Raven, 1970;

Goldman et al., 1972; Gensemer et Kilham, 1984).

Les tampons contribuent de plus en plus de fagon importante a
1'étude de réactions biologiques en maintenant les concentrations
en ions hydrogéne constantes. Selon Good et al. (1966), les
tampons les plus souhaitables pour les systemes biologiques
auraient les propriétés suivantes:

1) forte solubilité dans l'eau, mais solubilité limitée dans les
éolvants organiques, pour les préserver d'une accumulation
dans la phase bioldgique (ne doit pas passer a travers les

membranes biologiques) ;

2) contribution minimale en ions dans le milieu;
3) pK, faiblement influencé par le nilieu;
4) forment des complexes avec des cations biologiques qui sont

solubles dans 1l'eau avec des constantes de liaison bien
caractériseées;
5) n'interférent pas avec la spectrophotométrie a des longueurs

dtonde plus élevées que 230 nm;

6) ne sont pas réactifs, mais stables et inertes;
7) ne doivent pas agir comme inhibiteurs de réactions
biochimiques.
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En général, selon les mémes auteurs, les "bons tampons"
seraient solubles dans l'eau, seraient des zwitterions avec une
gamme de pH tamponnable de pH 6 a pH 10. Avec des tampons
zwitterioniques, il est préférable de travailler sous le PK, plutét
qu'au-dessus. L'inverse est vrai pour les tampons anioniques,
spécialement pour les acides carboxyliques; avec ceux-ci il est
habituellement préférable de travailler a un pH au dessus du pK, ou

la plus grande partie du tampon est ionisée.

Les expériences décrites dans les chapitres suivants visent a
étudier les interactions métaux-algues a différents pH. Dans ce
cadre, l'objectif général de cette partie de la recherche est de
mettre en évidence 1l'influence du pH seul sur la croissance de

Cchlorella pyrenoidosa. -Une telle approche permet de mieux cerner

les effets toxiques respectifs des métaux et du pH et de mettre au
point un milieu expérimental standard qui servira de milieu

d'exposition.

Les objectifs spécifiques de cette recherche sont de mettre au
point un milieu expérimental d'exposition adapté a 1l'étude des
interactions métaux-organisme, de déterminer les effets du pH sur

la croissance de Chlorella pyrenocidosa, et de fixer les paramétres

de croissance qui seront utilisés ultérieurement comme indicateurs
de réponse biologique a des traitements aux meétaux. Plusieurs

expériences ont été menées afin de vérifier s'il y avait des effets
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significatifs du pH sur la croissance de l'algue unicellulaire:

Chlorella pyrenoidosa.

A

Au total, 9 expériences se sont déroulées de juillet 1986 a
juin 1987, et chacune d'elle présente des améliorations par rapport
a la précécente. L'originalité de ces expériences tient du respect
des conditions pour maintenir 1l'intégrité a la fois des cellules
algales et de la chimie du milieu. En effet, les milieux
d'exposition ne contiennent pas d'agents complexants significatifs
(voir chapitre 2 pour la description du milieu d'exposition). De
plus, comme les milieux d'exposition ne contiennent ni phosphore ni
azote pouvant influencer la disponibilité et la spéciation des
métaux, les cellules sont recueillies au début de 1leur phase
exponentielle de croissance et transférées aux milieux d'exposition
de facon a permettre un suivi continu de croissance sans ces
éléments nutritifs sur une période de plusieurs jours (Helliwell et

al., 1983).
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3.2 Matériel et méthodes

3.2.1 Conditions de croissance

Pour toutes les expériences effectuées, on utilise l'algue
verte unicellulaire: Chlorella renoidosa, fréquemment employée
(Helliwell et al., 1983; Colman et al., 1986) en laboratoire a
cause de la facilité a la faire croitre et a la manipuler. Les
cultures d'algues sont testées pour 1leur axénicitée dans un
bouillon de culture BHI (Difco) 1/10. Chlorella pyrenoidosa est
cultivée dans un milieu AAP modifié par Chiaudani et Vighi (1978)

dont la composition est présentée au tableau 2.1.

Tel que mentionné au chapitre précédent, la dilution du milieu
de croissance a tous les cing jours (1/5 par jour) maintient 1la
culture en croissance exponentielle continuelle. Ainsi, les algues
sont cultivées en milieu semi—continu. Les cultures axéniques de

Chlorella pyrenoidosa sont placées dans un incubateur de type

Conviron ou la température (20°C * 1°C) et la luminosité de 115 %
5 pE-m?-s’! sont maintenues constantes. La lumiére est produite par
des tubes fluorescents blancs. Pour obtenir une biomasse
importanfe, les algues sont cultivées dans une bouteille de Teflon®
de deux litres transparente et sont aérées avec de l'air stérilisé

et humidifié.
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La courbe de croissance typique obtenue dans ces conditions

est présentée a la figure 3.1.

‘ -1
Ln densité cellulaire (cellules -mL )
10000000 ¢
- 1
B p-max = 0.80 |
1000000 =
100000 ©
10000 £
1000 : : : ' : ' '

temps (j)

Figure 3.1: Courbe de croissance typique de Chlorella pyrenoidosa

dans un milieu AAP, aéré et agite.
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Notons que le taux maximal de croissance dans les conditions
décrites plus haut est d'environ 0.80 divisions par jour et que la
densité cellulaire au début de la phase exponentielle de croissance

est d'environ 1-10° cellules-mL'.

3.2.2 Conditions expérimentales

Les cellules sont normalement comptées tous les jours avec
un compteur & particules (Coulter Counter: modéele TA-II). Le
volume cellulaire moyen (VCM) est obtenu en calculant la moyenne
géométrique de la distribution des classes de tailles. La surface
cellulaire en est déduité.

Le début de la phase exponentielle correspond a une densiteé
cellulaire d'environ 1:10° cellules-mL’! (figure 3.1). Cl'est a
cette concentration de cellules que les algues sont centrifugées a
6000 tours-min’! durant 15 minutes, dans des tubes de polycarbonate.
Aprés ce traitement, elles sont rincées avec un milieu AAP modifié
(soit = 50 mL du milieu d'exposition) de pH voulu (ne contenant ni
phosphore, ni métal et de force ionique égale a 1-103 M lorsqu'il
ne contient pas de tampon). Cette routine est recommencée trois
fois afin de s'assurer que ni phosphore ni métal n'est introduit
dans les milieux expérimentaux. Le culot final des cellules est

resuspendu dans un faible volume du milieu d'exposition (= 40 mL)

pour une période d'acclimatation de 24 heures. Un millilitre (1 *
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0.05) de cette culture concentrée est récolté a 1l'aide d'une
pipette stérile et est transféré dans une fiole conique de 125 mL

contenant le milieu d'exposition aux pH voulus.

Toutes les cultures sont réalisées dans des fioles coniques en
polycarbonate de 125 mL, contenant 50 mL de milieu. On proceéde
avec trois répétitions pour chacun des pH, que 1l'on compte deux
fois lors de chaque prélévement. Le pH de ces milieux est ajusté
finement avec du HCl et du NaOH 0.1M, et est maintenu constant par
1'utilisation de tampons biologiques. Le choix des tampons est
expliqué plus loin (3.3: Mise au point du milieu d'exposition).

y
Les tampons utilisés dans cette expérience proviennent de la

compagnie Aldrich. Voici quelques unes de leurs caractéristiques:

HEPES: . Acide 1,4-(2-hydroxyéthyl)-l-piperazine éthane
sulfonique, pK=7.55;
. Il ne se lie pas avec Mg®, ca®, Mn® et cu®;

. I1 n'inhibe pas la croissance autotrophe de Chlorella;

MES: . Acide 2-(N-morpholino)-éthane sulfonique, pK =6.15;
. Ce tampon a une trés faible tendance a se lier aux
métaux et a pH 6.15 (0.05 M); il n'inhibe pas la

croissance autotrophe de Chlorella.

PIPES: Acide piperazine-N,N'-bis(2-éthane sulfonique), pK,=6.96;

115




DMGA: Acide 3,3-diméthylglutarique, pK, = 6.31;

HOAc/NaOAc: Acide acétique, pK =4.64.

3.2.3 Protocole expérimental

Au début de chacune des expériences, 1les cellules sont
comptées et on s'assure a ce poment ae leur état morphologique
apparent au microscope. La croissance est normalement suivie
pendant une période de 4 jours. Cette courte période est choisie
afin que les tests de toxicité effectués relatent bien l'effet de
la substance toxique et non pas le manque éventuel d'éléments
nutritifs et d'autres facteurs limitants, ou méme les échantillons
témoins pourraient étre affectés. D'apreés plusieurs organismes de
standardisation (ISO: International Standards Organization et,
OECD: Organization for Economic Cooperation and Development), on
devrait minimiser la durée de la phase de latence en inoculant les

cellules lorsqu'elles se situent en phase exponentielle.

Pour la mise au point du milieu expérimental, un seul
indicateur de croissance est utilisé. Il s'agit du taux maximal de
croissance. Il se calcule sur la partie linéaire de la courbe de
croissance avec en ordonnée le logarithme naturel de la densité

cellulaire et en abcisse le temps (1ln X vs temps). Le taux de
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croissance maximum est calculé a partir de 1l'équation habituelle

(Nyholm, 1985) et est exprimé en division-jour™':

4max = ln X - in X,

t
ol
X= a 1la densité cellulaire a t=0 ou au début de 1la partie
linéaire de la courbe de croissance;
X= ala densité cellulaire a la fin de la partie linéaire de 1la
courbe de croissance;
t= au temps, en jours, durant lequel s'étale la partie linéaire

de la courbe du témoin ou du contréle.
Les moyennes et les écart type sont calculés sur 3 répétitions. La
croissance est déterminée sur une période d'environ 4 jours et le

-

pH mesuré réguliérement.

Puisque ce chapitre relate la mise au point d'une technique,
les variations méthodologiques seront expliquées en annexe (3.A)

selon 1l'ordre chronologique dans lequel les expériences ont été

réalisées.




3.3 Mise au point du milieu d'exposition

3.3.1 Utilisation de tampons

De plus en plus, les tampons biologiques sont utilisés en
laboratoire pour maintenir constants les pH (Bates et al., 1982;
Schenck et al., 1988). Par contre, un choix judicieux d'un ou de
plusieurs tampons s'impose pour ne pas introduire d'artefacts non

désirés dans le systéme expérimental.

Pour trouver le meilleur tampon utilisable pour des pH entre
4 et 7, on a repris plusieurs expériences a différents pH, avec
différents tampons de concentration variable dans des milieux
complets AAP ou ne contenant ni phosphate ni métaux (AAP-P-MT)
(tableau 3.1: compilation de tous les résultats expérimentaux pour
un méme traitement, n peut égaler 3, 6, 9, 12, 15 ou 18). Dans
cette premiére étape, on a indiqué pour chacun des traitements, les
valeurs de croissance maximale comme unité de comparaison. Le
déroulement des expériences est décrit aux annexes A.A & A.I et les
courbes de croissance pour chacun des neuf tests apparaissent a la

figure 3.2.
Si on compare les taux de croissance maximale qui apparaissent

au tableau 3.1, on observe que l'utilisation du tampon PIPES (1072

M) pour maintenir le pH du milieu AAP & 7 ne semble pas avoir
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Tableau 3.1:

écart type (

HEPES,
3.2.2) (effectif (n) apparait en exposant).

DMGA:

Taux de croissance maximal moyen (division-j') et

) pour Chlorella pyrenoidosa (AAP:
milieu de culture; AAP-P-MT: milieu d'exposition ne
contenant ni phosphore ni métaux; PIPES, NaOAc, MES,
voir leur nom dans le texte,

section

o — ——— " T T - S G 4 L GER D WD v S S S — G TS S S T S S G S S W T G Y S G G GAD GEE AN U D D G SES D G S A S S S SN G S S NS G G = —

TRAITEMENT
tampon []
1. AAP
sans tampon
2. AAP
PIPES 0.01M
3. AAP-P-MT
PIPES 0.001M
4. AAP-P-MT
PIPES 0.01M
5. AAP-P-MT
Sans tampon
6. AAP
NaOAc .01M
7. AAP-P-MT
NaOAc 0.001M
8. AAP-P-MT
NaOAc 0.01M
9. AAP
MES 0.01M
10. AAP-P-MT
MES 0.001M
11. AAP-P-MT
MES 0.01M
12. AAP-P-MT
HEPES 0.01M
13. AAP-P-MT
DMGA 0.01M
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Figure 3.2: Courbes de croissance de Chlorella pyrenoidosa selon
différents traitements.

A:

B:
C:

Milieu AAP tamponné avec divers tampons a 0.01
M (pH 5, 6 et 7); tampons: NaOAc; MES; PIPES.
Milieu AAP-P-MT non tamponne.

Milieu AAP-P-MT tamponneé avec divers tampons a
0.001 M (pH 5, 5.5, 6 et 7); tampons: NaOAC;
MES; PIPES.
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Figure 3.2 (Suite)
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Courbes de croissance de Chlorella pyrenoidosa

selon différents traitements.

D:

Milieu AAP-P-MT tamponné avec divers
tampons & 0.01 M (pH 5, 5.5, 6 et 7);
tampons: NaOAc; MES; PIPES.

Milieu AAP-P-MT tamponné avec divers
tampons a 0.0lM (5, 5.5, 6,et 7):
tampons: MES, PIPES.

Milieu AAP-P-MT tamponné avec divers
tampons & 0.01 M (pH 4, 4.5, 5, 5.5, 6
et 7): tampons: NaOAc; MES; PIPES.
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Figure 3.2 (Suite)

Courbes de croissance de Chlorella pyrenoidosa
selon différents traitements.

G: Milieu AAP-P-MT tamponné avec divers
tampons a 0.01 (pH 5, 5.5, 6 et 7):
tampons: MES, PIPES.

Milieu AAP-P-MT tamponné avec divers
tampons 0.01M (4, 4.5); tampons: MES,
DMGA.

Milieu AAP-P-MT tamponné avec divers
tampons 0.01 M (pH 4, 4.5); tampon:
DMGA.
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d'effets sur 1la croissance maximum de Chlorella (tableau 3.1:
traitement 2 vs 1; et figure 3.2.A). L'utilisation du tampon MES
4 pH 6.0 dans le milieu AAP (tableau 3.1: traitement 9 vs 1)
n'affecte pas non plus le u-max de fagon significative. Par contre
le milieu AAP & pH 5 tamponné par de l'acétate de sodium (0.01 M)
(tableau 3.1: traitement 6) ne permet pas la croissance de

Chlorella.

De plus, le milieu d'exposition (AAP-P-MT) seul (sans tampon)
ne favorise pas une croissance optimale de Chlorella (tableau 3.1:
traitement 5 vs 1). Par contre, il semble que dans ces milieux
(traitement 5) 1le pH 1initial n'agisse pas sur 1le taux de
croissance. Malgré un ajustement du pH initial aux pH voulus, le
pH observé au jour 5 était semblable dans tous les milieux et
tendait vers 6.8. Un tel type de milieu n'est d'aucune utilité
pour les expériences projetées, ou il faudra maintenir un pH

constant.

L'utilisation de tampons a une concentration de 103 M s'avere
elle aussi inadéquate pour le maintien du pH pendant une période de
croissance de 5 jours. En effet, les pH initiaux de 5.0 et 5.5
(NaOAc et MES: traitements 7 et 10 du tableau 3.1) ont augmenté de
0.9 et 0.5 unités de pH respectivement. Par contre, a une
concentration de 102 M, les tampons MES et PIPES ont maintenu les
pH de 5.5, 6.0 (MES) et 7.0 (PIPES) relativement constants pour

toute la durée de la période expérimentale (pH 5.5 * 0.08; pH 6.0
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+ 0.02; pH 7.0 + 0.02). Pour sa part, a cette méme concentration,
11acétate de sodium a permis une hausse de 0.2 unités du pH initial

5.0.

L'utilisation de ce dernier tampon (tableau 3.1: traitement 8)
s'est avéré inefficace pour la croissance de Chlorella pyrenoidosa
aux trois pH testés (4.0, 4.5, 5.0; Figure 3.2.A, D, F). En effet,
comparativement aux autres milieux, la croissance est beaucoup
diminuée et cette diminution ne semble pas due aux bas pH puisque
d'autres tampons (MES, DMGA) utilisés aux mémes pH permettent une
bonne croissance (Figure 3.2.E, F, G). Selon P. Stokes (1988:
Ipstitute for Environmental Studies, Université de Toronto,
communication personnelle), on a déja observé une action toxique de

1'acétate de sodium, ou encore de l'acide acétique non-ionisé, chez

certaines algues.

I1 faut souligner’sans contredit 1l'importance d'effectuer
plusieurs essais et de bien définir le milieu expérimental avant de
tirer des conclusions de cause a effets. Si on s'en était tenu
uniquement aux résultats obtenus au traitement 8, on aurait pu
croire a des effets négatifs des pH < 5.0 sur la croissance de
Chlorella pyrenoidosa. Par contre les essais faits avec MES et
DMGA pour ces mémes pH ont permis une croissance équivalente a tous
les pH (pH 4.0-->7.0) (Figure 3.2.E, F, G, H). La seule contrainte
dans l'utilisation du tampon MES aux pH 4.0 et 4.5 est la dérive de
pH observée aprés 4 jours d'incubation, qui est de 1l'ordre de +0.5

et +0.2 unités de pH respectivement (figure 3.3).
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Figure 3.3:

A. y-max {divisions/|-')
r

¢.8

0.4 S PO SR R P S-S - S PR
02 M S Y
a 1 1 1 L 1
4 4.8 8 &8 [ 6.6 T
pH
Bo ; “u w
06}
a
-0.6F
-1 1 1 1 1 |
4 4.5 1 &8s [} (.Y 7
pH

A. Evolution du taux maximum de croissance de Chlorella
pyrencidosa a différents pH (moyenne de 3 échantillons
et écart type). Les milieux sont tamponnés par des
tampons a une concentration de 0.01 M. pH 4, 5, 5.5 et
6 = MES; pH 4.5= DMGA; pH 7 = HEPES (voir le tableau
3.1, les traitements 11, 12 et 13).

B. Variation du pH aprés quatre jours d'incubation pour
ces mémes milieux.
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Pour remédier a la situation, on a essayé le tampon DMGA
(102 M) aux pH 4.5 et 4.0. Alors que la croissance a pH 4.5 en
présence du DMGA est comparable & celle observée avec le MES
(figure 3.2.H), elle est complétement inhibée & pH 4.0. Les
explications possibles & cette observation sont, d'une part 1l'effet
toxique du DMGA en milieu contaminé par des bactéries (Ferguson et
al., 1980), ou d'autre part tout simplement un effet du pH. La
premiére explication n'est pas vraiment plausible puisque les
cultures ont toutes été obtenues de la méme fagon et on n'observe
pas ce phénoméne a pH 4.5. Dé plus, ce sont les mémes résultats
que l'on retrouve pour les trois échantillons. La deuxiéme
explication pourrait s'avérer plus véritable puisqu'en effet c'est
la premiére fois que le milieu est relativement maintenu & pH 4
tout au cours de l'expérience (tableau 3.2), alors que dans les
milieux contenant du MES le pH augmentait de 0.5 unités de pH

pendant cette méme période.

Tableau 3.2: Evolution du pH dans un milieu synthétique avec
tampon (102 M), sur une période d'incubation de 7
jours.

pH mesuré

milieu t=1 j t=2 j t=4 j t=7 j
MES 4.0 4.10 4.16 4.50 4.46
MES 4.5 4.62 4.90 5.09 5.10
DMGA 4.0 4.12 4.17 4.12 4.17
DMGA 4.5 4.63 4.70 4.85 4.90

126




Etant donné que les valeurs de pu-max a pH 7 en présence de
PIPES étaient souvent plus faibles qu'aux pH 6, 5.5 et 5 tamponnés
par MES, on a vérifié 1'efficacité d'un autre tampon, HEPES. Selon
les résultats, ce dernier permet une meilleure croissance (tableau
3.1: traitement 12). Il a déja été observé que le tampon HEPES
avait des effets positifs sur le transport d'électrons et sur la
capacité de phosphorylation des mitochondries des plantes (Smith et
Foy, 1974). L'utilisation du tampon HEPES semble plus efficace

pour la croissance de Chlorella que le tampon PIPES a pH 7.0.

A la suite de toutes ces expériences, on a donc opté pour
1'utilisation des tampons DMGA (4.0 < pH < 5.0); MES (5.0 < pH
<é.0) et HEPES (6.0 < pH < 7.0) a une concentration de 0.01 M pour
les expériences ultérieures, en considérant que le pH seul n'aurait
pas d'effet significatif”;ur la croissance de Chlorella pyrenoidosa

dans la gamme 4.5 < pH < 7.

En effet, l'analyse de variance ne détecte pas de différences
significatives du taux de croissance maximum dans la gamme entre
les pH 4 et 7 dans les milieux expérimentaux spécifiques. Il faut
par contre noter l'efficacité décroissante des tampons a mesure que
le pH diminue (Figure 3.3.B). Alors que les tampons MES et HEPES
ne permettent qu'une légére déviation du pH initial aprés 4 jours
d'incubation pour les pH 5, 5.5, 6 et 7, le DMGA a4 pH 4.5 et le MES
a4 pH 4.0 permettent une augmentation de 0.2 a 0.5 unités de pH
respectivement. Good et al. (1966) notaient que les pH idéaux pour

1'utilisation de ses tampons "biologiques" étaient de pH 6 a pH 10.
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3.3.2 Discussion

Selon une étude faite par Wehr et al. (1986), le tampon HEPES
employé dans une culture a base de NH[ pour la croissance de
Chrysochromulina breviturrita Nich. ne permettait pas de dérive de
pH de plus de 0.12 unités comparativement & 2 unités dans un milieu
non tamponné. Le tampon HEPES a été montré supérieur au TRIS et a
d'autres tampons pour sa capacité tampon autour du pH 7.0 et parce
qu'il n'affecte pas la physiologie algale (Smith et Foy, 1974).
Ces caractéristiques et sa capacité de complexation négligeable
font que HEPES est souvent utilisé dans une variété de milieux de
culture algale (Bekheet et Syrett, 1977; Healy, 1977; Francke et

tenCate, 1980; Whitton et Shehata, 1982).

s
4

Dans cette méme étude (Wehr et al., 1986), le tampon MES
permettait le contréle du pH autour de 6.0. Aucune des bactéries
testées ne pouvait métaboliser le HEPES ni le MES. Le tampon MES
ne semblait pas agir sur la croissance de 6 espéces algales

provenant de 5 classes différentes: seule Ochromonas danica

faisait exception a cette régle, une plus forte biomasse finale
étant observée dans son cas. Par contre, le taux de division
maximal et la biomasse cellulaire finale n'étaient pas affectés par
des concentrations de MES < 25 mM. La croissance était toutefois
inhibée a des concentrations supérieures & 25 mM. Pour leur part,
Gensemer et Kilham (1984) n'ont pas observé d'effets du pH (6.0-

7.0:; MES) sur la croissance de plusieurs algues d'eau douce
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(Asterionella formosa; Scenedesmus sp., Cryptomonas ozolini et

Anabaena flosquae). Notons aussi que le tampon MES fut utiliseé
dans des expériences portant sur l'influence de l'aluminium sur la
taille cellulaire de deux algues vertes a pH 5 (Torngvist et
Claesson, 1987). Enfin, le MES est considéré comme étant le tampon
le plus utile pour les gammes de pH autour de 5.0-6.5 Vvue sa
stabilité biologique, sa capacité tampon, la quantité minimale de
base nécessaire pour ajuster le pH et sa trées faible capacité a

complexer les métaux.

Ne contenant ni N ni S, et n'étant pas un zwitterion, le
tampon DMGA différe des autres tampons dits "biologiques". De
plus, il résiste moins bien a la biodégradation. Ayant deux
groupements carboxyliques, le DMGA est utilisable dans la gamme 3.5
< pH < 6.0. Par contre, la présence de ces deux groupements
suggére la possibilité d'une complexation non négligeable entre le
DMGA et des cations bi- ou trivalents. Tel que démontré par Wehr
et al. (1986), les capacités tampons de DMGA et MES étaient

supérieures a HEPES.

Comme 1'indiquaient Ferguson et al. (1980), il est primordial
que les chercheurs effectuent des tests pour s'assurer que les
observations faites lors de tests de toxicité sont bien dues a la
substance testée plutdét qu'a l'utilisation de tampons. Comme les
résultats 1'ont démontré dans cette recherche, le pH n'affecte pas

la croissance de Chlorella pyrenocidosa lorsque 1le taux de

129




croissance maximum est utilisé comme paramétre indicateur de
stress. Ces résultats sont conformes a ceux observés dans des
tests effectués sur Chlorella pyrenoidosa a différents pH (pH 6 a
pH 7), ou l'utilisation de HEPES et autres tampons non utilisés
dans notre recherche (Dispo, Heppso, Mopso, PLO, Popso, Tapso, Tes,

Ticine) n'affectaient presque pas la croissance méme a fortes

concentrations (Ferguson et al., 1980).

L'absence d'information sur les effets du pH contrdlé par les
tampons utilisés dans cette recherche, pour la gamme de pH étudie
(pH 4 &4 7), justifie l'effort déployé a la mise au point du milieu

expérimental décrit dans ce chapitre.

3.4 Sélection des paramétres de croissance

Différents indicateurs de croissance sont souvent utilisés
dans les expériences de toxicité avec les algues. Parmi les plus
fréquemment utilisés on retrouve: la biomasse finale (cellules
mL '), le taux de croissance moyen (u-moyen), le taux de croissance
maximum (g-max), l'aire sous la courbe de croissance (&), la
superficie (m?) et le volume (m*’) cellulaires. Chacun de ces
indicateurs rend compte de processus physiologiques qui sont

souvent différents.
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Nous verrons dans cette section de dquelle fagon nous
informent ces indicateurs de croissance, quels sont les effets du
pH sur chacun d'eux, qu'elle est leur reproductibilité et leur
sensibilité, pour enfin choisir comment ils pourront étre utilisés

dans les expériences ultérieures.

Nyholm, en 1985, a fait une revue de littérature portant sur
les avantages et les désavantages de 1l'utilisation de deux
paramétres indicateurs de la croissance, la biomasse et le taux de
croissance, pour exprimer ies effets dus a4 un ou a des facteurs
extérieurs sur la croissance d'algues-tests. Bien que l'auteur ne
détermine'pas laquelle des deux méthodes est la plus réaliste, il
fait un bon compte rendu de 1l'interprétation que 1l'on peut donner

a ces deux indicateurs. ;

Selon cet auteur, le paramétre 1le plus utilisé est 1la
biomasse relative & 1la fin d'un test. On exprime alors

1'inhibition de croissance (IC) de la fagon suivante:

IC = BC-BT - 100%
BC
ou BC= Biomasse finale du contrédle

BT= Biomasse finale du traitement
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Comme estimé de la biomasse, on emploie soit le poids sec, le
volume cellulaire ou la densité cellulaire (Miller et al., 1978;

Joubert, 1980; ISO, 1982; U.S. EPA, 1982).

Des mesures du taux de croissance sont par contre moins
souvent utilisées (Kallgvist, 1978; Payne et Hall, 1978; OECD,
1981; Walsh et al., 1982). Le taux de croissance moyen se calcule
de la fag¢on suivante:
p-moyen = (In X, = 1n X,) ou X, = concentration nominale a

t l'inoculation.
Si une phase lag se produit, certains chercheurs préférent utiliser
seulement la partie linéaire de la courbe de croissance pour
estimer le taux de croiééance maximum, alors que d'autres prennent
le taux de croissance moyen pour toute la durée du test. D'apres
1'1I80 (Internationalmu Standards Organization) et 1'OCDE
(Organisation pour la Coopération et le Développement économique),
on devrait éviter la phase de latence en utilisant comme inoculum

des cellules croissant exponentiellement.

Selon Wong et Couture (1986) la procédure adaptée de 1'ISO
pour tester les effets chimiques sur des algues d'eau douce, et
utilisée comme méthode standard de bioessais algaux dans le monde,
consiste principalement & inoculer un petit nombre de cellules
algales dans un milieu contenant une substance toxique connue, de
compter la densité cellulaire périodiquement et de comparer les
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effets avec ceux obtenus dans la culture contréle. L'inhibition de
croissance est évaluée comme la moyenne de la réduction de 1la
densité cellulaire dans la culture exposée a la substance toxique
comparativement au contréle. L'évaluation est basée sur 1la

comparaison des aires sous les courbes de croissance.

Par ailleurs, comme la croissance spécifique et 1la
respiration du phytoplancton (surtout des diatomées) ont souvent
semblé étre inversement reliées a la taille cellulaire, surtout
dans des conditions de croissance optimale, la superficie et le
volume cellulaires (Torngvist et Claesson, 1987) constituent
d'autres paramétres indicateurs de croissance. Cette dépendance de
la croiséance et des quotas cellulaires de subsistance sur 15
taille implique que la superficie cellulaire influence une variété
de processus métaboliques, la prise en charge d'éléments nutritifs,
la photosynthése et la.-respiration. De plus, la croissance des
organismes unicellulaires peut étre étudiée en suivant les
variations Ide la distribution des tailles cellulaires d'une

population, qui peut varier selon les conditions de croissance.
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3.4.1 Biomasse finale (cellules-mL’')

Les arguments avancés pour l'utilisation de la biomasse
finale (détermination & la fin du test ou au moment ou la
croissance exponentielle dans les cultures contrdles cesse) sont
les suivants:

1) simplicité, 2) interprétation directe sans aucune considération
pour le mode de croissance, 3) CEg (concentration effective qui,
dans ce cas, diminue la biomasse finale de 50 % par rapport a un
témoin) plus faible, donc test plus sensible, 4) effets toxiques
détectés plus aisément puisque de petits changements dans le taux
de croissance résultent en des variations plus grandes dans la
biomasse (Nyholm; 1985). Pour ce qui est de nos expériences, les
résultats de biomasse (j=4) pour ces milieux choisis a la partie

3.3 sont présentés au tableau 3.3.

Tableau 3.3: Valeurs ‘moyennes de biomasse finale de Chlorella

pyrenoidosa dans des milieux de pH différents. (n=

nombre d'essais)

pH Tampon n Biomasse finale (cellules-mL’')
(1072 M)

Moyenne Ecart—type CcVv

(x 103) (x 10°) (%)
4.0 MES 6 857 186 22
4.5 DMGA 6 492 168 24
5.0 MES 9 576 376 65
5.5 MES 12 335 281 84
6.0 MES 12 381 320 84
7.0 HEPES 3 803 169 21
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Notons que dans nos expériences, la phase stationnaire n'est
pas toujours atteinte aprés 4 jours d'incubation. Au contraire, le
protocole initial visait & obtenir une croissance exponentielle
tout au long de l'expérience (Helliwell et al., 1983). Par contre,
les résultats obtenus aux expériences B, C, D, E et G (figure 3.2),
suggérent 1'atteinte du plateau avant le terme de 1l'expérience. On
comprendré alors la forte variation inter-expériences observée au
tableau 3.3 exprimée par les coefficients de variation (cv),
surtout 1lorsque des résultats obtenus 1lors d'expériences

différentes sont cumulés ensembles (quand n>3).

Ainsi, il s'avére que le paramétre de biomasse aprés 4 jours
d'incubation n'est pas tellement reproductible. Pour cette raison,
il ne sera pas utilisé comme indicateur de croissance absolu au

cours des expériences futures.

La variation inter-expériences est due & au rmoins deux
artefacts, soit une inoculation initiale variable pour ce qui est
de la densité cellulaire, soit une différence initiale en ce qui
concerne 1'état physiologique des cellules. Tel que mentionné a la
partie 3.2.3, les cellules sont centrifugées et lavées trois fois
avant l'expérience. Bien que la procédure ait été la méme d'une
expérience a l'autre, des variations peuvent s'introduire lors du
décantage des cellules entre les centrifugations, influengant ainsi
la densité cellulaire initiale. Aussi, 1les cellules étant

récoltées au début de la phase exponentielle, le temps pris pour la
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centrifugation et 1'acclimatation pourrait varier quelque peu entre
chacune des 9 expériences. Considérant que cette étape de 1la
croissance est trés critique, puisqu'exponentielle, on pouvait 1a

aussi, induire des variations entre chacune des manipulations.

Le paramétre de biomasse finale peut tout de méme étre
utilisé a des fins relatives. Par exemple, lorsque la biomasse
finale est calculée a partir d'une méme expérience (figure: 3.2.F),
on observe que le pH entre 4 et 6 n'a pas d'effet significatif sur
la biomasse finale (figure 3.4). Notons que les coefficients de
variation sont de 1l'ordre de 8%, ce qui est trés acceptable. De
cette fagon, le paramétre de biomasse finale pourrait étre utilisé
efficacement relativement & un témoin. L'importance reliée a ce
paraméetre tient de l'information qu'il apporte quant aux réserves
nutritives intracellulai;es chez 1'inoculum. Comme nous le verrons
dans les chapitres suivants, cette connaissance peut s'avérer treés
utile, surtout d'une f;gon qualitative. Il peut arriver que des
réductions considérables du taux de croissance n'affectent en rien
ou que peu la biomasse finale puisque la courbe de croissance des
cultures affectées par la substance toxique peut graduellement se
rapprocher de celle des cultures témoin a cause des éléments
nutritifs qui deviennent limitants. A ce moment, le taux de
croissance maximal ou moyen peut étre d'une forte utilité. Aussi
il faut tenir compte qu'au cours du test, la toxicité peut étre
inhibée, cela étant di a des mécanismes variés, et donc ne causer

que peu ou pas d'effet sur le rendement final (Walsh et al., 1982).
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Figure 3.4: Variation de 1la biomasse finale de Chilorella

pyrenoidosa en fonction du pH (voir courbes de

croissance de la figqure 3.2.F).
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3.4.2 Taux de croissance moyen (p-moyen)

Le taux de croissance moyen permet d'intégrer les effets
lorsqu'une phase de latence est induite par une substance toxique.
Ce type d'effet toxique est laissé pour compte lorsqu'on considére
uniquement les points de la partie log-linéaire de la courbe de

croissance.

Les résultats obtenus pour 1l'ensemble des expériences sont
présentés au tableau 3.4. LA aussi, on observe de fortes
variations inter-expériences (34% en moyenne) qui sont probablement
liées aux facteurs évoqués plus haut (surtout pour les essais ol
n>3, ou la moyenne est calculée sur 2 expériences ou plus).
Tableau 3.4: Valeurs ﬁbyennes des taux de croissance moyens de

Chlorella pyrenoidosa dans des milieux de pH

différents (n= nombre d'essais).

pPH Tampon n Taux moyen de croissance (divisions~j4)
(1072 M)

Moyenne Ecart-type Ccv
(%)

4.0 MES 6 1.13 0.67 50
4.5 DMGA 6 1.18 0.45 38
5.0 MES 9 0.79 0.25 32
5.5 MES 12 0.89 0.23 26
6.0 MES 12 0.97 0.43 44
7.0 HEPES 3 0.70 0.08 11
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Méme s'il existe de fortes variations inter-expériences,
l'utilisation du taux moyen de croissance permet une intégration de
toutes les réactions d'une population d'algues a une substance
toxique. Par exemple, si on se référe a la figure 3.2.F, le taux
moyen de croissance a pH 4 (MES) est inférieur aux autres pH
(milieux avec méme tampon) alors que la biomasse finale et le taux
maximum de croissance sont équivalents. Le taux moyen de
croissance pourra alors étre utilisé par rapport & un témoin de
fagon qualitative. Les résultats compilés en pourcentage a un
témoin (pH 6, MES 0.01M) par exemple pour deux expériences (figure

3.2.E et F) donnent des résultats comparables:

Taux de croissance moyen

pH ; % par rapport au témoin
Expérience E F

6 j 100 100

5.5 92 (+ 15) 92 (+ 11)
5 91 (+ 3) 95 (+ 13)

3.4.3 Taux de croissance maximal (pg-max)

Si on fait fi de toute interprétation écologique, il semble
que d'un point de vue théorique le taux de croissance spécifique
serait préférable a la biomasse finale simplement a cause du

caractére spécifique du mode exponentiel de croissance des algues.
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En effet, le taux de croissance maximal est spécifique d'une espéce
a l'autre. I1 rend compte des caractéristiques de croissance
intrinséques a une espéce. De plus, il se mesure facilement en

laboratoire sous des conditions optimales et contrdlées.

Comme nous 1l'avons abordé dans les deux parties précédentes,
4 cause de la forme de croissance exponentielle, les résultats
absolus de la biomasse varient avec le temps et sont aussi affectés
par la magnitude absolue du taux de croissance spécifique. Alors,
on peut anticiper que l'utilisation du taux maximum de croissance
comme variable réponse devrait donner une reproductibilité plus
élevée et comparable entre les expériences, par rapport a la
biomasse. Effectivement, les résultats obtenus montrent beaucoup
moins de variabilité inter-expérimentale (tableau 3.5) pour ce
paramétre de croissance par rapport aux deux autres (coefficient de

variation moyen=13%).

De plus, selon Nyholm (1985), il semble insensé de dire que
la biomasse donne une estimation de 1'état de croissance plus
sensible que le taux de croissance. Le fait que la CEqg calculée
a partir de la biomasse est habituellement numériquement plus
petite que ce qui pourrait étre calculé a partir du taux de
croissance, est dd tout simplement aux conééquences mathématiques
de la forme de la croissance exponentielle. Par ailleurs, d'un
point de vue écologique, ce qui importe est de connaitre comment le
taux de croissance est affecté, puisque le taux de croissance est
décisif dans la détermination du succés compétitif d'une espéce

algale dans un écosystéme naturel dynamique.
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Tableau 3.5: Valeurs moyennes des taux maximum de croissance de
Chlorella pyrenoidosa dans des milieux de pH

différents (n= nombre d'essais).

pH Tampon n Taux maximal de croissance (divisions:j')
(10'2 M)

Moyenne Ecart type (cv)
(%)
4.0 MES 6 0.99 0.09 9
4.5 DMGA 6 1.09 0.13 12
5.0 MES ] 0.67 0.06 o
5.5 MES 12 0.79 0.21 27
6.0 MES 12 0.91 0.12 13
7.0 HEPES 3 0.77 0.04 5

3.4.4 Aire sous la courbe de croissance (A)

e
i

La surface sous la courbe de croissance est utilisée
puisqu'elle inteégre le"gtress encouru par les algues sur toute 1la
période de croissance, y compris la phase de latence, pour une
période de 4 Jjours. L'aire sous la courbe de croissance est
obtenue en additionnant l'aire entre des points-temps successifs

(Wong et Couture, 1986).

La proposition récente adoptée par l'ISQ et 1'OCDE (1983) est
d'utiliser l'aire sous la courbe de croissance, en utilisant les
mesures de biomasse sans de transformations-log. L'aire est
calculée facilement par 1l'intégration d'un trapézoide qui équivaut
4 la construction d'une courbe de croissance en liant les points
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avec une ligne. L'idée de cette procédure est d'extraire le plus
d'information possible des données disponibles sans faire référence
a un modéle de croissance donné ni & une forme particuliére de la

courbe de croissance.

Tel que rapporté par Nyholm (1985), il existe une grande
incertitude associée aux transformations-log des faibles densités
cellulaires. C'est pourquoi on suggére de ne pas transformer en
log les densités cellulaires initiales. La proposition courante
est d'utiliser directement la biomasse mesurée sans transformation
log, c'est-a-dire que la courbe de croissance est dessinée sur une
échelle 1linéaire. Pour des biocessais avec une croissance
exponentielle cela implique, cependant, que 1la méthode de
comparaison des aires en/ principe est reliée a la méthode de base
de biomasse, méme si plus élaborée. Si les données de biomasse
sont transformées en log, la méthode peut étre considérée comme une

autre facon d'estimer le taux de croissance moyen.

Tout comme pour le taux de croissance moyen et la biomasse
finale, l'aire sous la courbe constitue un paramétre de croissance
14
qui varie énormément d'une expérience a l'autre et méme plus que

tout autre paramétre indicateur de croissance (tableau 3.6).
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Tableau 3.6: Valeurs moyennes des aires sous la courbe de
croissance de Chlorella pyrenoidosa pour une période
de 4 jours dans des milieux de pH différents

(n= nombre d'essais).

pH Tampon n Aire sous la courbe (10°cellules-j-mL})
Moyenne Ecart type cv
(%)
4.0 MES 6 6.33 6.14 97
4.5 DMGA 6 5.40 4.05 75
5.0 MES 9 5.26 5.46 104
5.5 MES 12 2.69 2.24 83
6.0 MES 12 3.14 2.91 93
7.0 HEPES 3 11.30 2.46 22

On se rend compte de l1l'extréme sensibilité de ce parameétre. Par
contre, les valeurs relatives de 1l'aire sous la courbe peuvent étre
d'une grande utilité lorsqu'exprimées par rapport a un témoin.

Notons que les unités sont en densité totale de cellules pour une

période globale de 4 jours.

3.4.5 Superficie cellulaire (m?*) et volume cellulaire (m*)

La croissance des organismes unicellulaires peut étre étudiée
par 1l'augmentation de la densité cellulaire comme on l'a vu plus
haut, mais aussi en suivant les variations de la distribution des
tailles cellulaires d'une population qui peut varier selon les
conditions de croissance.
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L'étude de la variation de la taille cellulaire pendant 1la
croissance peut nous informer sur la santé des cellules (Johnston
et al., 1977). La figure 3.5 montre une série de courbes de
distribution de volume cellulaire pour différents pH. Trois
courbes de distribution ont été choisies a différents intervalles
de temps de la période de croissance (1, 2 et 3 Jjours pour
1'expérience A.F- voir annexe A; 1, 3 et 4 jours pour l'expérience
A.G). Dans la plupart des cas, la taille des cellules est au plus
fort au premier jour d'incubation, soit pendant la période de
latence. A la phase exponentielle, les cellules deviennent
généralement plus petites (il y a une légére migration de la courbe
vers la gauche). Les plus petites cellules se retrouvent juste

avant la phase stationnaire (jour 4).

,
’

Dans notre cas, il ne semble pas y avoir d'effets marqués du
pH sur l'évolution de la taille des cellules dans le temps. Par
contre, cet indicateur de croissanqe pourra éventuellement étre
utilisé pour décrire les effets de l'aluminium sur la croissance de

Chlorella pyrenoidosa.
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Figure 3.5: Variation du volume cellulaire selon différentes
périodes de croissance de Chlorella pyrenoidosa:
La distribution relative des cellules en fonction
du log du volume cellulaire pour des cellules a
différents pH.




La variation de la distribution de la taille des cellules
pendant la croissance peut aussi stétudier par les valeurs de
volume cellulaire moyen. Lors d'une croissance normale, le volume
cellulaire moyen augmente durant la phase de latence. Au moment de
la division cellulaire, le volume diminue jusqu'd ce que la
population atteigne le volume moyen le plus petit, soit juste avant
la transition a la phase plateau. Puis, les cellules grossissent

lentement pendant la phase stationnaire.

. Les résultats obtenus au cours des expériences A.F, A.G, A.H
et A.I (voir annexe A) montrent que 1'évolution du volume
cellulaire moyen au cours d'une expérience semble assez
reproductible d'une expérience a l'autre (tableau 3.7) mais pour
plus de slreté, la comparaison qualitative avec un témoin serait

’

plus souhaitable.

Johnston et al. (i977) ont fait remarquer que les cellules
peuvent devenir étrangement trés grosses a cause d'effets
environnementaux, comme 1l'exposition & des radiations ionisées ou
a des produits chimiques qui peuvent temporairement arréter le
processus de division de 1'ADN et avoir un effet marqué sur la
taille des algues. L'utilisation du volume cellulaire moyen en
association avec la courbe de croissance peut mettre en évidence
des phénoménes de toxicité, a savoir des effets sur la division

cellulaire ou des effets sur le grossissement des cellules.
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Tableau 3.7: Volume cellulaire moyen {(pm* ) de Chlorella

pvrenoidosa a différents pH au cours de différentes

expériences (voir annexe A).

pH Jour Expérience (Volume cellulaire moyen-um?)
A.F A.G A.H A.I
1 322 332
4 4 288 297
5 229 264
1 301 347
4.5 4 248 242
5 129
1 291 231
5 4 194 215
’ 5 182 185
1 241 260
5.5 4 238 253
5 165 . 222
1 332 255
6 4 301 100
5 246 100
1 185
7 4 86
5 76

3.4.6 Conclusion

De l'ensemble de ces résultats, il en découle que les tests
de toxicité avec les algues devraient étre de durée relativement
courte et se terminer avant que la croissance de la culture témoin
ne devienne sévérement contrainte a cause des facteurs limitants.
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Selon la position de 1'ISO et de 1'OCDE les tests devraient étre
congus pour gque les cultures témoins poussent de fagon
exponentielle durant toute la dureée du test. I1 ne faut pas perdre
de vue que méme si la forme de croissance est de fagon prédominante
exponentielle, des croissances irréguliéres peuvent survenir chez
des cultures peu ou fortement inhibées. L'utilisation de 1la
biomasse finale nous apparait donc trés contraignante vis-a-vis de

1'interprétation des résultats.

Pour cette raison, le taux de croissance maximal pourra étre
utilisé de facon absolue d'une expérience a l'autre, mais pour bien
comprendre les mécanismes de toxicite, les parametres intégrateurs
tels le taux de croissance moyen et 1l'aire sous la courbe pourront
aussi étre utilisés relativement a un témoin. De plus, 1l'état
morphologique des cellules, soit la superficie et le volume
cellulaires moyens, .seront de bons indices pour aider
l'interprétation des résultats observeés a partir de 1l'état général

de la courbe de croissance.

3.5 Effet du pH sur la croissance de Chlorella pyrenoidosa

Dans les sous-chapitres précédents, on a tente de mettre au

point le milieu d'exposition de fagon a ce que les tampons utilisés

n'affectent pas la croissance de Chlorella pyrenoidosa. Notre

choix s'est arrété sur l'utilisation du tampon MES pour les pH <
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6.0, sauf pour le pH 4.5 qui sera tamponné par DMGA; et le tampon
HEPES pour le pH 7. . La figure 3.3b présente l'efficacité de ces
tampons a maintenir le pH alors que la figure 3.3a montre que le pH
ne semble pas avoir d'effet significatif sur le taux maximum de

division cellulaire.

Par le biais de 1l'étude comparative des paramétres de
croissance, les résultats pour ces différents paramétres n'ont pas
non plus démontré de tendance relative aux effets du pH, que ce
soit pour la biomasse finale (figure 3.4), pour le taux de
croissance moyen (tableau 3.4), pour 1l'aire sous la courbe de
croissance (tableau 3.6) et pour le volume cellulaire moyen

(tableau 3.7).

Claesson et Torngvist (1988) ont aussi conclu que le pH
n'avait aucun effet sur le taux de croissance de deux algues vertes

tolérantes a 1l'acide: Monoraphidium dybowskii et Stichococcus sp.

Les courbes de croissance avaient une forme similaire
indépendamment du pH (5.0, 5.5 et 6.0). De plus, tout comme dans
nos expériences, ces auteurs observaient un taux de croissance

maximum comparable a celui observé pour Chlorella pyrenoidosa, méme

si leur milieu contenait du phosphore (5.6 ug P -L''), alors que le
nétre n'en contient pas. Saﬁs pour autant présenter de donneées
pour appuyer leur conclusion, Helliwell et al. (1983) ont aussi
rapporté peu d'effets dus & la variation du pH dans la gamme 4.9 a

7.1 sur le taux de croissance de Chlorella pyrenoidosa, mais ces

auteurs n'utilisaient pas de tampons pour maintenir le pH constant.
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Annexe 3.A: Mise au point du milieu expérimental

Au total, 9 expériences se sont déroulées de juillet 1986 a
juin 1987, et chacune d'elle présente des améliorations par rapport
a la précécente. L'originalité de ces egpériences tient du respect
de 1'intégrité a la fois des cellules algales et de la chimie du
milieu. En effet, les milieux expérimentaux ne contiennent pas
d'agents complexants significatifs mais leur force ionique est
équivalente a celle qui prévaut dans le milieu de culture des
algues. De plus, comme les milieux expérimentaux ne contiennent ni
phosphore ni azote pouvant influencer la disponibilité et 1la
sbéciation des métaux, les cellules sont recueillies au début de
leur phase exponentielle de croissance (lorsque les réserves
intracellulaires sont éievées) de facon a permettre un suivi

continu de croissance sans ces éléments nutritifs pendant une

période de plusieurs jours.

Pour la mise au point du milieu expérimental, trois
indicateurs de croissance ont été utilisés. Il s'agit de 1l'aspect
visuel et qualitatif de la courbe de croissance, du taux maximal de
croissance et de l'aire sous la courbe. Les moyennes et les écart
type sont calculés sur 3 essais. La croissance est déterminée sur

une période d'environ 4 jours et le pH mesureé réguliérement.

Les différences significatives entre les traitements sont

testées par une analyse de variance a un seuil de 5%. L'hypothese
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principale que sous-tend cette analyse est 1'égalité des moyennes
(Hp= B =H,=ls= o o=, ) . L'hypothése inverse (H,) veut qu'au moins
deux moyennes soient différentes. De plus, l'analyse de variance
suppose l'égalité de variance et la normalité des populations
d'origine. L'égalité des variances est vérifiée par un test de
Bartlett. Si des différences significatives sont calculées (H,
acceptée), on procéde a un test de comparaisons multiples Duncan
(Duncan's multiple range test) qui permet d'identifier les essais
différents. Lorsque des comparaisons de moyennes sont effectuées
entre 2 essais, le test t de Student est utilisé avec un seuil de

signification de 5%.

Les systémes de culture en batch sont utilisés dans la
majorité des études de, toxicité employant les algues, et les
mesures sont souvent prises durant la période de croissance
exponentielle. I1 est .connu que la toxicité d'un métal puisse
varier selon 1'dge et 1l'état physiolpgique de la culture (Gibson,
1972; Hutchinson et Stokes, 1975; De Fillippis et Pallaghy, 1976;

Bates et al., 1983).

Morris et Glover (1974), Nalewajko et Lean (1978) ainsi que
Bates (1981) ont démontré que des variations des taux de processus
métaboliques donnés survenant durant 1les phases de latence,
exponentielle et stationnaire résultaient en différentes

compositions chimiques du phytoplancton (Sakshoug et Holm-Hansen,
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1977) et possiblement & des seuils de sensibilité différents face

a des stress chimiques.

De plus, la toxicité d'un métal peut varier selon 1l'étape du
cycle de division cellulaire, ce qui s'avere important lorsque les
cellules en culture batch se divisent de fagon synchrone (Kanazawa
et Kanazawa, 1969; Steemann-Nielsen et Kamp Nielsen, 1970; Hornung
et al., 1981). C'est pourquoi on estime de plus, le pourcentage
relatif du taux de croissance par rapport a un témoin afin de
comparer les différentes expériences éntre elles et éviter ainsi
des comparaisons erronées dues & 1'état physiologique différent des
cultures. Les valeurs moyennes de la surface sous la courbe sont
aussi présentées en pourcentége par rapport au témoin de fagon a

comparer les paramétres de croissance.
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A.A Milieu AAP; pH 5 (NaOAc); pH 6(MES); pH 7 (PIPES) (0.01M)

La premiére expérience consistait a vérifier l'effet seul du
pPH sur le taux de croissance de Chlorella pyrenoidosa dans le
milieu de culture AAP contenant un tampon (10 mM). Le PIPES (acide
piperazine-N,N'-bis(2-éthanesulfonique) est utilisé pour maintenir
le pH 7; le MES (acide 2-(N-morpholino-éthanesulfonique) pour le pH
6; et 1l'acétate de sodium (NaOAc) pour le pH 5. Dans ces
conditions expérimentales, on observe une diminution du taux de

croissance a pH 5.0 (figure A.A):

- B .1
Milieux (37")
%relatif
AAP 0.77 * 0.05 100
pH 7 0.77 * 0.07 100
pH 6 0.71 * 0.05 92
pH 5 0.01 + 0.00 1!

Les résultats de 1l'aire sous les courbes de croissance

corroborent les résultats exprimés plus haut:

Aire .
Milieux  10° cell.-j-mL' % relatif
AAP 2.91 + 1.68 100
PH 7 2.98 + 0.14 102
PH 6 2.68 +* 0.59 92
PH 5 0.00 * 0.00 o*

' *= différences significatives (p<0.05)
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Figure A.A: Courbes de croissance de Chlorella pvrenoidosa dans

un milieu AAP a différents pH tamponné avec NaOAc
(pH 5), MES (pH 6) et PIPES (pH 7) 0.01M. Notons
que le milieu "AAP" ne contient pas de tampon.
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Etant donné que ces milieux étaient tamponnés et qu'ils
contenaient du phosphore - ce qui serait inconcevable lors
d'expériences avec l'aluminium - et étant donné que le taux de
croissance mesuré a pH 5 était trés faible et que ce pH en est un
important dans 1'étude de l'aluminium, l'expérience a été reprise
en utilisant un milieu expérimental ne contenant ni agent
complexant ni tampon, ainsi qu'en ajoutant un pH intermédiaire soit

5.5.
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A.B Milieu AAP-T-MT; pH 5, 5.5, 6, 7

Dans ces conditions, on a observé une légére stimulation du

taux de croissance a pH 5, quoique non significative.

Co s B3, .
Milieux ") ¥relatif
pH 7 0.40 * .08 100
pH 6 0.40 * .07 100
PH 5.5 0.49 * .09 123
PH 5 0.52 + .07 148

On explique le fort taux de croissance observé a pH 5 par la forte

diminution du nombre de cellules & t= 1 jour et & sa remontée

rapide a t=3 jours (figure A.B).

De plus,

la mortalité initiale

observée a pH 5 permet une plus grande disponibilité d'éléments

nutritifs pour les cellules restantes, favorisant ainsi un taux de

croissance plus élevé. Le calcul de l'aire sous les courbes de

croissance pour chacun des pH,

donne les résultats suivants:

et pour une période de 4 jours,

Aire

0-4. . _. )
Milieux  10% cell.-j-mL' % relatif
pH 7 11.7 * 0.9
pH 6 17.1 + 8.9 146
pH 5.5 9.9 £ 5.9 85,
pPH 5 2.3 * 2.7 11
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Ces résultats trés variables montrent effectivement que la densité
cellulaire réelle des algues au cours de l'expérience est moindre

a pH 5.

Il est & noter que l'algue étudiée ne semble pas apprécier
outre mesure le nouveau milieu, puisque le taux de croissance a pH
7, par exemple, dans le milieu expérimental est beaucoup diminué
comparativement & celui mesuré dans le milieu AAP dans 1l'expérience
précédente (0.77-->0.40). Gensemer et Kilham (1984) ont observé le

méme phénoméne avec Stephanodiscus hantzschii. Puisqu'on observe

des variations de croissance aux différents pH et que l'absence de
tampon ne permet pas le maintien du pH constant (tableau A.B), on

a dd rejeter ce type de milieu expérimental.

-
’

Tableau A.B: Evolution du pH dans un milieu synthétique sans

tampon, aprés une période d'incubation de 5 jours.

milieux i;o-j t=5 j
pH 5 5.0 6.8
PH 5.5 5.5 6.8
pH 6 6.0 7.0
pH 7 7.0 6.9

On a repris l'expérience avec une faible concentration de tampon

(0.001 M) pour contrdler chacun des pH.
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AAP-P-MT SANS TAMPON
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Figure A.B: Courbes de croissance de Chlorella pvrenoidosa dans un

milieu AAP ne contenant ni phosphore, ni métaux, ni

tampons (Noter que le pH s'est avéré trées variable).
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A.C Milieu AAP-P-MT; pH 5 (NaOAc); pH 5.5, 6 (MES); pH 7 (PIPES)

(0.001M)

Dans ces conditions, a peu prés les mémes résultats qu'en
A.B. sont observés: croissance légérement plus élevée aux faibles
pPH (5.0, 5.5, 6.0) comparativement au pH de 7, mais les différences

ne sont pas significatives:

o HFo-3, .
Milieux ") % relatif
PH 7 0.51 + 0.16 100
PH 6 0.72 = 0.12 141
PH 5.5 0.77 + 0.04 151
PH 5.0 0.75 * 0.18 147

Aire .
Milieux  10* cell.-j-mL' % relatif
PH 7 23.9 £ 8.23 100
pH 6 20.7 + 2.95 87
PH 5.5 21.4 = 4.64 90
PH 5.0 32.0 £ 2.18 134

En général, la forme de la courbe de croissance est semblable pour
tous les pH (figure A.C). Par contre, tout comme dans 1l'expérience

précédente, les pH ne sont pas demeurés constants:

pH mesuré

milieu t=0 j t=5 j
pH 5 5.0 5.9
pH 5.5 5.5 5.95
pH 6 6.05 6.17
pH 7 7.07 7.3
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La concentration du tampon (0.001 M) n'était pas assez élevée pour

maintenir le pH constant.

AAP-P-MT, 0.001M

LN DENSITE CELLULAIRE

—%~ NaOAc &
12 F —— MES 6.6
-¥- MES 6

-83- pPIPES 7

e

11.6

11

10.

Q)]

10

| ! | I I | I

o o5 1 15 2 25 3 85 4
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Figure A.C: Courbes de croissance de Chlorella pyrencidosa dans un

milieu AAP-P-MT a différents pH tamponné avec NaOAc (pH

5), MES (pH 5.5, pH 6) et PIPES (pH 7) 0.001M.
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A.D Milieu AAP-P-MT;: pH 5 (NaOAc):; pH 5.5, 6 (MES); pH 7 (PIPES)

(0.01M)

On a recommencé l'expérience en présence de 10 mM de tampon
au lieu de 1 mM. La figure A.D présente les courbes de croissance

de Chlorella pyrenoidosa pendant 4 jours a différents pH. Chaque

point correspond a la moyenne de 3 essais. Il est & noter que dans
cette expérience, comme dans la derniére, qu'il n'y a pas de
période de latence au début de la courbe de croissance. Selon
Claesson et Torngvist (1988), une phase lag signifie "un délai dans
1'initiation de croissance" avant que le nombre de cellules ne
commence a augmenter. En général, le type de courbe est similaire
pour tous les pH a l'exception du pH 5, comme on l'avait observé
dans la toute premiére/ expérience (A.A) ou la aussi on avait

tamponné le milieu a une concentration de 10 mM.

Le taux de croissance calculé entre le jour 1 et le jour 3
montre qu'il n'y a pas de différences de croissance entre les pH
sauf pour le pH 5 ol on n'obtient pas de croissance. Il en va de

méme pour l'aire sous la courbe.

o Ho-3, .
Milieux ") % relatif
pH 7 0.77 £ 0.03 100
PH 6 0.73 * 0.06 95
pH 5.5 0.64 + 0.11 83
pPH 5.0 0 0
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AAP-P-MT, 0.01M
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Figure A.D: Courbes de croissance de Chlorella pyrenoidosa dans

un milieu AAP-P-MT & différents pH tamponné avec
NaOAc (pH 5), MES (pH 5.5, pH 6) et PIPES (pH 7)

0.01M.
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Aire ..
Milieux  10° cell.-j-mL' % relatif

pH 7 14.4 + 1.1

pH 6 20.9 * 2.5 145:
pH 5.5 21.4 *+ 4.6 149
pH 5.0 0 + 0.0 0

Par ailleurs, contrairement aux expériences précédentes,

a cette concentration de tampon, on n'observe pas de variations

significatives du pH (tableau A.D).

Tableau A.D:

Evolution du pH dans un milieu synthétique avec

tampon (1072 M), pendant une période d'incubation de

4 jours.
pH mesuré

Jours 0 1 2 3 4
nilieux

PH 5 5.03 5.25 5.22 5.21 5.21
PH 5.5 5.41 5.43 5.43 5.42 5.42
pH 6 6.08 6.10 6.07 6.07 6.04
PH 7 7.07 7.08 7.07 7.07 7.05

L'observation de 1l'effet négatif sur le taux de

croissance d'un seul type de milieu, soit celui de pH 5 tamponné a

0.01 M avec l'acétate de sodium, a permis de mettre en doute la
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non-toxicité du tampon utilisé. P. M. Stokes (Université de
Toronto, Institut pour les Etudes environnementales: communication
personnelle) a déja observé que l'acétate de sodium avait une
action toxique chez certaines algues. Comme le pH 5 est primordial
dans l'exercice des expériences futures avec l'aluminium, le tampon
MES a été testé pour son utilisation éventuelle afin de maintenir
le pH S5 constant. De plus ce tampon ne présenterait pas de
toxicité sur les algues lorsqu'utilisé aux pH 5.5 et 6.0 des

expériences précédentes.
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A.E Milieu AAP-P-MT; pH 5, 5.5, 6 (MES); pH 7 (PIPES) (0.01M)

Dans cette expérience on note que l'effet du pH sur le taux
de croissance de Chlorella pyrenoidosa dans un milieu synthétique
ne contenant ni phosphore, ni métaux, mais des tampons a 10 mM
n'était significatif que pour le pH 5 (a<0.001l; test de Kruskal-
Wallis). Par contre lorsqu'on mesure l'aire sous la courbe on

n'obtient pas de différences significatives entre les divers pH.

o B3, . .
Milieux (3) % relatif
PH 7 1.00 £ .12
PH 6 1.46 * .44 146
PH 5.5 1.04 = .06 104
PH 5 0.66 + .05 66
B Aire .,

Milieux  10* cell.-j-mL' % relatif
pPH 7 8.26 + 1.38

PH 6 6.99 + 1.90 85

PH 5.5 6.10 * 0.50 74

pH 5 7.23 + 1.05 88

Les courbes de croissance sont aussi treés similaires,

indépendamment des pH (figure A.E).
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Figure A.E: Courbes de croissance de Chlorella pyrenoidosa dans un
milieu AAP-P-MT & différents pH tamponné avec MES (pH

5, 5.5, 6) et PIPES (pH 7) 0.01 M.
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A.F Milieu AAP-P-MT; pH 4, 4.5 (MES, NaOAc); pH 5, 5.5, 6 (MES);

pH 7 (PIPES): (0.01 M)

On a reproduit la méme expérience que celle qui précéde a
l'exception qu'on a vérifié 1l'effet de pH plus bas sur 1la
croissance (4.0 et 4.5). Pour valider le constat de 1l'expérience
précédente, on a utilisé a la fois le tampon d'acétate de sodium et
le MES pour maintenir les pH 4 et 4.5 constants. Pour les pH 5.0,
5.5 et 6.0 seul le tampon MES a été utilisé tandis que pour le pH
7.0, on a utilisé le PIPES. Les courbes de croissance obtenues
sont présentées a la figure A.F. On remarque que la toxicité de
lt'acétate de sodiﬁm observée dans les expériences antérieures se
répéte ici. Pour les nilieux tamponnés par le MES, les courbes
sont similaires. Les taux de croissance calculés entre le jour 1

et le jour 4 donnent les résultats suivants:

Upg,

Milieux (3" % relatif
PIPES pH 7 0.48 * 0.15 100

pH 6 0.68 * 0.01 142

pH 5.5 0.73 * 0.07 152
MES pH 5 0.66 + 0.10 138

pPH 4.5 0.62 * 0.04 129

pPH 4.0 0.85 * 0.07 177
Acétate de pH 4.5 0.31 + 0.02 65"
sodium pH 4.0 0.16 + 0.06 33"
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Aire .,
Milieux  10° cell.-j-mL' % relatif

PIPES pH 7 3.28 = 1.72 100"
pH 6 7.47 * 0.99 228
pH 5.5 6.90 + 0.18 210
MES pH 5 7.00 + 0.40 213
pH 4.5 5.49 + 0.48 167
pH 4.0 6.63 + 1.69 202
Acétate de ©pH 4.5 0.06 = 0.01 18"
sodium pH 4.0 0.00 * 0.00 0"

Les milieux a pH 4 et 4.5, tamponnés par l'acétate de sodium,
sont démarqués autant par le faible taux de croissance maximum que
par la faible aire sous la courbe. La méme chose se produit & pH
7.0. Par contre, les milieux maintenus entre pH entre 4.0 et 6.0,
t;mponnés avec MES, ne montrent pas en général d'effet significatif
sur le taux de croissance ni sur 1l'aire sous la courbe de

-

croissance de Chlorella pyrenoidosa. Nous avons mesuré le pH dans

les milieux de culture aprés 8 jours d'incubation avec les algues:

Tableau A.F: Evolution du pH dans un milieu synthétique avec
tampon, sur une période d'incubation de 8 jours.

pH mesuré

milieux t=0 j t=8 j
Acétate PH 4.0 4.0 4.37
sodium PH 4.5 4.5 4.86

PH 4.0 4.0 4.48
pH 4.5 4.5 4.71
MES PH 5 5.0 5.09
pH 5.5 5.5 5.53
PH 6 6.0 6.04
PIPES pH 7 7.0 7.00
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L'augmentation du pH peut sembler considérable mais il faut se
rappeler que cette mesure a été prise aprés 8 jours d'incubation
a4 cause de problémes techniques alors que pour les autres
expériences elle l'était aprés 4 ou 5 jours. Conséquemment, si ces
milieux sont utilisés pour des expériences ultérieures les tests
ne devront pas dépasser ce laps de temps afin d'éviter le plus

possible les variations de pH.

AAP-P-MT; O.0O1M
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Figure A.F: Courbes de croissance de Chlorella pyrenoidosa dans un
milieu AAP-P-MT & différents pH tamponné avec de
l'acétate de sodium (pH 4, 4.5), MES (pH 4, 4.5, 5,
5.5, pH 6) et PIPES (pH 7) 0.01 M.
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A.G Milieu AAP-P-MT; pH 5, 5.5, 6 (MES); PpH 7 (PIPES; HEPES) ;

(0.01M)

Pour évaluer la part de toxicité reliée au tampon par rapport
a4 celle reliée au pH 7, nous avons repris 1lt'expérience ci-dessus ou
le pH est maintenu constant par 1'utilisation du tampon PIPES d'une
part et du tampon HEPES d'autre part. Comme témoin, nous avons
refait les pH 5, 5.5 et 6 avec le MES comme tampon (10 mM). ILes
résultats obtenus apparaissent a la figure A.G. Notons que 1la
éourbe de croissance la plus basse correspond au pH 7 avec PIPES
comme dans l'expérience précédente a ce pH, et que pour le méme pH
mais avec de HEPES, la courbe est la plus élevée. Les calculs du
taux de croissance maximum et de l'aire sous la courbe rendent
compte aussi de ces obsérvations qualitatives (tableau A.G). En
effet, en général seul le pH 7 tamponné avec PIPES donne un taux de
croissance et une aire -sous la courbe plus faible. Notons par
contre que le pH 7 (HEPES) donne des valeurs assez élevées de ces

deux parametres.

K.
Milieux Tampons (%ﬁ) % relatif
pH 7 PIPES 0.43 * 0.03 100
pH 7 HEPES 0.77 * 0.05 179
pH 6 MES 0.59 = 0.03 137
pH 5.5 MES 0.58 * 0.12 135
pPH 5 MES 0.75 = 0.05 174

174




Aire

Milieux Tampons 10° cell. -j-mL"' % relatif
PH 7 PIPES 9.04 * 0.84 100
pH 7 HEPES 19.81 * 2.01 219
PH 6 MES 12.96 ¥ 1.82 143
pPH 5.5 MES 11.83 * 3.16 131
PH 5 MES 13.21 * 0.77 146

AAP-P-MT; 0.0M
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Figure A.G: Courbes de croissance de Chlorella pyrenoidosa dans un

milieu AAP-P-MT & différents pH tamponné avec MES (pH

5, 5.5, pH 6), PIPES (pH 7) et HEPES (pH 7) 0.01M.
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Les pH ont été mesurés au cours de cette expérience. Les

résultats apparaissent au tableau suivant:

Tableau A.G: Evolution du pH dans un milieu synthétique avec

tampon (1072 M), pendant une période d'incubation de

7 jours.
pH mesuré
milieu =0 7 t=1 3 t=4 j t=5 3 t=6 j =7 3
PIPES 7 7.08 7.04 7.15 7.13 7.19 7.18
HEPES 7 7.04 7.02 7.09 7.10 7.16 7.21
MES 6 6.05 6..04 6.06 6.11 6.17 6.20
MES 5.5 5.55 5.48 5.65 5.67 5.73 5.76
MES 5 5.13 5.09 5.32 5.36 5.45 5.49

Notons que 1l'augmentation du pH se fait surtout sentir apres 4

jours d'incubation.
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A.H Milieu AAP-P-MT; pH 4, 4.5 (MES, DMGA); (0.01 M)

Maintenant que le tampon du pH 7.0 est bien déterminé, nous
avons voulu améliorer le milieu expérimental a bas pH (4.0 et 4.5)
en utilisant un tampon dont le pK, serait plus proche de ces
valeurs de pH contrairement au MES, qui permet de forte dérivation
de pH a bas pH (voir 3.3.6). Pour ce faire nous avons évalué
l'effet du pH (4.0 et 4.5) ou du tampon (MES et DMGA) sur la

croissance de Chlorella pyrenoidosa. I.es courbes de croissance

obtenues pendant une période de 7 jours sont présentées a la figure
A.H. I1 n'y a pas eu de croissance a pH 4.0 dans le milieu
tamponné avec du DMGA (10 mM). Les explications possibles a cette
observation sont d'une part 1'effet toxique du DMGA en milieu
contaminé par des bactér%es (Ferguson et al., 1980) ou d'autre part
tout simplement un effet du pH. La premiére explication n'est pas
vraiment plausible puisque les cultures ont été faites toutes de la
méme fagon et on n'observe pas ce phénoméne a pH 4.5. De plus, ce
sont les mémes résultats que l'én retrouve pour les trois
réplicats. La deuxiéme explication pourrait s'avérer plus
véritable puisqu'en effet c'est la premiére fois que le pH 4 est
maintenu relativement constant tout au cours de 1'expérience
(tableau A.H), alors que dans les milieux contenant du MES les pH

de ce niveau ont beaucoup augmenté pendant cette méme période.
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Figure A.H: Courbes de croissance de Chlorella pyrenoidosa dans un

milieu AAP-P-MT & différents pH tamponné avec MES (pH

4, 4.5) et DMGA (pH 4, 4.5) 0.01M.
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Tableau A.H: Evolution du pH dans un milieu synthétique avec

tampon (1072 M), pendant une période d'incubation de

8 jours.
pH_mesuré
milieu t=1 j t=2 j t=7 j t=8 j
MES 4.0 4.10 4.16 4.50 4.46
MES 4.5 4.62 4.90 5.09 5.10
DMGA 4.0 4.12 4.17 4.12 4.17
DMGA 4.5 4.63 4.70 4.85 4.90

Les valeurs du taux de croissance maximal et de l'aire sous la

courbe nous montrent que les milieux de méme pH mais tamponnés

différemment n'agissent pas de la méme facon sur la croissance de

Chlorella pyrenoidosa. Par contre, dans les milieux tamponnés avec

-

MES les effets sont similaires autant pour la croissance maximale

que pour l'aire sous la courbe:

Mg
Milieux Tampons (jﬁ) % relatif
pH 4 MES 0.96 * .09 100
PH 4 DMGA 0.01 = .20 1
PH 4.5 MES 0.81 + .04 84
PH 4.5 DMGA 0.96 =+ .01 100
Aire .
Milieux Tampons  10% cell.-j-mL' % relatif
pH 4 MES 2.02 * 0.53 100
pH 4 DMGA 0.00 £ 0.01 0
pH 4.5 MES 1.50 £ 0.19 74
PH 4.5 DMGA 3.26 £+ 0.09 161
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A.I Milieu AAP-P-TM: pH 4, 4.5 (DMGA); (0.01 M)

Pour s'assurer que dans l'expérience précédente les résultats
obtenus n'étaient pas dus & une contamination, nous 1l‘'avons reprise
et avons obtenu les mémes résultats (figure A.I.). Effectivement,
aucune croissance n'est observée a4 pH 4.0 gquand le milieu est
tamponné avec DMGA et au contraire, tout comme on 1l'a observé dans
l'expérience A.H, la croissance a pH 4.5 s'avére trés élevée.
D'ailleurs les taux de croissance maximum ainsi que la surface soué

la courbe réflétent ces résultats:

o Hi-4,

- Milieux (1"
pH 4.0 0.00 + .08
pH 4.5 1.22 + .04

Aire ,_,

Milieux 10¢ cell.-j-mL™
pH 4.5 2.12 * 0.17
pH 4.0 0.00 & 0.01
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Figure A.I: Courbes de croissance de Chlorella pyrenoidosa dans un

milieu AAP-P-MT a différents pH tamponné avec DMGA (pH

4, 4.5) 0.01M.
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A la suite de toutes ces expériences, on a donc opté pour
l'utilisation des tampons DMGA (4.5 < pH < 5.0); MES (5.0 < pH <
6.0) et HEPES (6.0 < pH < 7.0) dans une concentration de 0.01 M
pour les expériences ultérieures en considérant que le pH seul

n'aurait pas d'effet sur la croissance de Chlorella pyrenoidosa.
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CHAPITRE 4: EFFETS DU pH SUR LES INTERACTIONS METAUX/SURFACE ALGALE

4.1 Introduction

Généralités

Depuis une quinzaine d'années, on a noté un intérét marqué
portant sur 1les effets possibles de ltacidification sur les
écosystémes aquatiques (Almer et al., 1978; NRCC, 1981). De plus,
une attention particuliére est portée sur les métaux traces, vu la
mobilisation géochimique de certains métaux qui se produit en méme

temps que l'acidification des eaux de surface.

La problématique qui relie les métaux aux précipitations
acides, ou tout simplement a l'acidification du milieu, est que
1'abaissement du pH provoque une dissociation des complexes que
forment les métaux et les ligands organiques et inorganiques,
menant conséquemment & une augmentation des concentrations en ions
métalliques libres (Campbell et Stokes, 1985). Une diminution de
pH peut affecter a la fois la spéciation du metal en solution (tel
que discuté dans le chapitre 1) et la sensibilité biologique au
niveau de la surface cellulaire (Campbell et Stokes, 1985). Ces
deux réponses a 1l'acidification sont antagonistes et ont le
potentiel de s'annuler 1l'une 1l'autre: la réponse globale d'un
organisme face & des changements de pH de 7 4 4, a une concentra-
tion totale constante de métal, peut alors s'avérer positive,

négative ou nulle.
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Effets biologiques possibles de l'acidification (algques)

A- Inhibition compétitive de la liaison des métaux traces aux

sites superficiels.

Il existe sur les surfaces cellulaires plusieurs groupes fonc-

tionnels ayant le potentiel de se lier avec un métal (Beveridge et

Murray, 1980; Doyle et al., 1980; Crist et al., 1981; Nelson et

al., 1981; Gongalves et al., 1987). Ces liaisons peuvent impliquer
des groupes fonctionnels individuels, ou une action d'ensemble
entre les différents groupes fonctionnels, c'est-a-dire chélation.
I1 ne faut pas perdre de vue qu'il existe pour ces sites de liaison
un potentiel a lier des cations autres que métalliques (M**) , comme
les ions hydrogéne, H', par exemple. Selon les valeurs de pK, des
groupes fonctionnels impliqués, des changements de pH pourraient

alors affecter le degré de protonation de ces sites de liaison:

H* + X-cellulaire <--> HX' - cellulaire

oll X représente un site de liaison.

Dans un tel cas, le proton jouerait un réle protectif analogue

a celui que jouent les cations responsables de la dureté de 1l'eau
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de la solution. Les auteurs considéraient que cette accumulation
d'ions hydrogéne n'était due qu'a une adsorption a la surface
cellulaire ou a un processus physico-chimique & la surface algale;
ils semblent avoir écarté 1'influence possible de processus
physiologiques tels 1la photosynthese, qui pourraient aussi
provoquer des hausses de pH (Parent, 1985). L.e processus par
lequel les ions hydrogéne étaient pris en charge ou échangés s'est
avéré assez lent, des valeurs constantes de pH nt'étant obtenues
qu'aprés 2-3 heures d'agitation (Stary et Kratzer, 1982). Selon
ces auteurs, la prise en charge de H* serait directement
proportionnelle au hombre de cellules algales. Ces résultats
corroborent des résultats déja obtenus pour Scenedesmus obliquus
(Stary et al., 1982a). Stary et al. (1983) ont de plus montré qu'a
pH 6.2 les cellules algales étaient a demi saturées par les ions H'

(Chlorella kessleri, Scenedesmus obliquus) .

En 1984, les mémes auteurs ont étudié les mécanismes de prise
en charge de métaux cationiques par les murs cellulaires des algues
(Stary et al., 1984). A partir de cellules séchées mais non

désintégrées de Scenedesmus obliquus, ils ont montré que le mur

cellulaire des algues se comportait de fagon prédominante comme un
échangeur ou un ligand polyfonctionnel ayant une forte affinité
pour les espéces cationiques. D'aprés eux, l'existence de diffé-
rents ligands présents a la surface cellulaire pourrait expliquer
le pouvoir tampon des murs cellulaires. C'est de cette fagon, en

milieu acide, que les ions H' s'échangeraient avec des ions calcium
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et des ions magnésium, augmentant ainsi le pH de la solution.
Inversement, a un pH élevé, une prise en charge plus forte de Ca et

de Mg provoquerait un relargage d'ions H' dans la phase aqueuse.

Le but de la présente recherche est d'évaluer quantitativement
1'affinité pour 1l'ion H' des groupements présents a la surface
cellulaire de cChlorella renoidosa, et d'estimer 1la gquantité
d'ions H' adsorbés par l'algue en question. En supposant dans un
premier temps qu'il n'y a qu'un seul type de groupement fonctionnel
a la surface de 1l1l'algue (Stary et al., 1982a), 1'équation

d'équilibre s'écrit de la fagon suivante:

K
H* + L= <===> HL (4.3)
ou L'= algue déprotonée;
HL= algue protonée;
L= nombre total des sites liants.

La relation mathématique qui décrit la constante K s'énonce

comme suit: K = [HL]
(H'][L] (4.4)
Puisque, (L] = L, - [HL] (4.5)
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on obtient de (4.4) et (4.5),

(HL] = K [H'] : [%] (4.6)
t t

quantité mesuré L, - HL

de H' pris

par les algues

(HL] + X - ([H']- [HL] = K [H'] L (4.7)
[HL] ( 1+ K[H']) = K [H'] L, (4.8)
[HL] = K [H'] L. (4.9)

1+ K[H']

1= _ gk + 1 (4.10)

(HL] K[H']L, L,

Selon 1l'équation (4.10), le graphique de 1/[HL] en fonction de
1/[H'] permettra d'obtenir L; (= 1/ordonnée a ltorigine) de méme que

la constante apparente d'équilibre K (= 1/L; - pente).
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4.2.2 Matériel et méthodes

Les algues sont cultivées dans un milieu AAP (Algal Assay
Procedure). Les cellules sont comptées & l'aide d'un compteur de
particules (Coulter'Counter, modéle TA). Au début de la phase
exponentielle de croissance (10° cellules-mL’") la cﬁlture d'algues

! (centrifugeuse Sorvall Rc2-B)

est centrifugée a 7000 tours-min’
pendant 10 minutes et les algues sont lavées et rincées 3 fois avec
le milieu d'exposition. L'intégrité des cellules est vérifiée au
microscope. Les expériences sont répétées avec des cellules mortes

(tuées a 60°C pendant 60 minutes) et des cellules vivantes mais a

la noirceur.

Titrage en lot

Pour vérifier le pouvoir tampon effectif des algues nous avons
procédé a l'expérience suivante: un volume connu d'une suspension
d'algues est centrifugé et le surnageant est enlevé. Alors 20 mL
d'un milieu synthétique connu (AAP-P-MT: NaNO,: 3.0-107* M;
MgSO,- 7TH,0: 5.96-10°5 M; MgCl, H,0: 5.98-10 M; CaCl, 2H,0: 3.01-107
M) ayant une force ionique comparable au milieu de culture (3-10°*
M) et de pH initial=5.80, est acidifié avec de l'acide nitrique et
purgé avec de l'azote gazeux (Azote Union Carbide UN 1066). On
n'ajoute pas de NaHCO;, qui apparait normalement dans le milieu

AAP, afin d'éviter une neutralisation chimique lors des titrages.
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Les milieux préparés en triple ont des concentrations finales en
HNO; égale a 0, 0.5, 1.0, i.5, 2.0, 2.5, 3.5, 5.5, 7.5, 9.0 - 107
M; les acuvettes sont scellées et mises a agiter doucement pendant
3 heures. Mentionnons que, dans ce cas-ci, les algues sont tuées
avant le début de l'expérience en les chauffant & 60°C pendant 60

minutes.

La concentration initiale en algues est de 4.5 - 10°
cellules-mL! pour une concentration finale égale & 9-10° cellules
titrées ou 2.96-10° L d'algues. L'état morphologique des algues
est observé au microscope aprés chaque manipulation. Aprés un
temps défini (3 heures), la valeur moyenne (N=3) de pH a l'équi-
libre est mesurée et elle est comparée avec la valeur moyenne (N=3)
de pH d'une autre solution agitée simultanément avec de 1'acide
nitrique de méme concentration mais en absence de cellules algales,

soit un contrédle en triple pour chaque [HNO;].

Titrage & la burette

Afin de disposer de plus de points sur les courbes de titrage,
une deuxiéme série de titrages est faite a la burette. Des
aliquots de 50 mL d'algﬁes concentrées sont récoltés. Les algues
sont tuées bar la chaleur. La densité cellulaire s'éléve a 7 - 10°
cellules-mL’', c'est-a-dire environ 15 fois plus concentrée que dans

l'expérience en lot, pour un volume algal de 3.26-107% L. Les
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milieux sont purgés a l'azote jusqu'a ce que le pH initial soit
stable (pH-métre Orion Research modéle 701 A/digital ionalyseur,
calibré au 0.01 unité). Les milieux avec algues et sans algues
sont ensuite titrés par HC1 0.001M (solution diluée de HCl1l 1N
Anachemia R2830) et NaOH 0.001 M (solution diluée de NaOH Fisher
SS8266-1) (Burettes de 10 mL Kimax no 102 graduées au 0.05 mL), sous
agitation et atmosphére d'azote constantes. Des mesures de carbone
inorganique dissous sont faites en paralléle pour s'assurer de son

absence. Des corrections sont apportées pour tenir compte du

volume titré qui augmente lors du titrage.

La méme expérience est répétée mais avec des algues vivantes
et a la noirceur. La densité cellulaire est alors de 1.13 + 0.01

10 cellules-mL' soit un volume algale total de 6.92 - 107> L.




4.2.3 Résultats

Expérience de titrage en lot

La premiére série d'expériences est réalisée en triple et le
pH est mesuré aprés 3 heures d'agitation. Les algues sont tuées
par la chaleur sans pour autant les faire éclater, pour ainsi

S
éviter des augmentations de pH pouvant étre dues & des mécanismes
physiologiques plutét gqu'a des mécanismes pureme§t physico-

chimiques. Toutes les cellules sont visuellement inéégres. Les

résultats obtenus sont présentés aux fiqgures 4.1, 4.2, 4.3 et 4.4.

pH avec algues

3.8 1ttt 1+
3.B 4.0 4.2 4.4 46 48 5.0 5.2 5.4 56 5.8 6.0 6.2

pH sans algues

Figure 4.1: Evolution du pH des échantillons avec algues
(Chlorella pvrenoidosa) vs les échantillons sans
algues (les algues ont été tuées au préalable).

Chaque point correspond & la moyenne de 3 essais
avec son écart type.
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Figure 4.2:Relation entre 1/[HL] et 1/[H'] pour 1l'expérience de
titrage en lot de Chlorella pyrenoidosa et du milieu
d'exposition (ol 1les algues avaient été tuées au
préalable). Chaque point correspond a la moyenne de 3

essais avec son écart type.
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Figure 4.3:Relation entre [HL]/L; et le pH pour l'expérience de
titrage en lot de Chlorella pvrenocidosa et du milieu
d'exposition (ol 1les algues avaient été tuées au
preéalable) .
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Figure 4.4:Relation entre [HL]/L; et la concentration en ions H’
pour 1l'expérience de titrage en 1lot de Chlorella
pvrenocidosa et du milieu d'exposition (ou les algues
avaient été tuées au préalable).
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Les résultats servant a la construction de la figure 4.2

apparaissent au tableau 4.1.

Tableau 4.1:

Chlorella pyrenoidosa.

Résultats obtenus pour le titrage "en lot" de

Sol® algue' AAP-algue® [HL] [H'] % HL/L,
pH pPH uM uM
1 6.01+.01 5.42+.11 2.8 0.98 7
2 5.82+.02 5.06%+.08 7.2 1.51 18
3 5.62+ 0 4.86+.05 11.4 2.40 29
4 5.14%.06 4.69%+.04 13.2  7.24 33
5 5.08%.10 4.50+.07 23.3 8.32 59
6 4.96%.03 4.42+.05 27.1 11.0 68
7 4.67+.02 4.29+.03 29.9 21.4 75
8 4.34+.01 4.13%.06 29.4 45.7 74
9 4.14%.09 3.97+.01 34.7 72.4 87
10 4.05+ 0 3.89%.01 39.7 89.1 100

Il existe plusieurs facons d'évaluer la capacite

de liaison

de H' par les algues (C,,) ainsi que la constante de demi-saturation

K. Une facon consiste en l'utilisation de la valeur absolue

mesurée de [HL]

lorsque 3HL/L, = 100

(tableau 4.1)

et a estimer

visuellement K & partir du graphique de %HL/L, vs pH (figure 4.3).

Une autre facon consiste a extraire l'ordonnée & l'origine ainsi

que la pente de la régression linéaire de 1/[HL] vs 1/[H'] et de

transférer ces données dans l'équation 4.10.

1

2

milieu avec algues

milieu sans algues

202




Par exemple, pour n=10 et une régression de type y=mx+b, on
obtient: 1r?= 0.87; b= 14.4-10°; m= 0.28. En se rappelant de

1'équation 4.10,

1/[HL] - 1/(K[H']L;) + 1/L;
L= 1/1.44-10" = 69 péq L’ = 69-10° M- 1" - (20/1000)
(+10) 20.96-10° L d'algues
= 0.066 moles / L d'algues
(£0.009)
K= 1/(pente-L;) = 1 = 1 = 0.056 _L - 10° uéq
0.28-L, 0.28° 69uéq L’ néq éq

5.59-10* L-éq’’
4.75

log K

La proportion de sites liés aux ions hydrogéne par rapport aux
sites libres augmente en milieu acide (figure 4.3). Selon ce
graphique, la demi-saturation des algues aurait lieu a pH = 5.1.
Oon devrait atteindre un plateau de saturation autour du pH 4.2 ou

=~ 70uM (figure 4.4).

Expérience de titrage a la burette

Les expériences ont été répétées deux fois. Les résultats
apparaissent aux tableaux 4.2 et 4.3 et aux figures 4.5, 4.6 et
4.7. La quantité d'ions H' captés par les cellules est de l'ordre
de 0.015 a 0.021 moles-L ' d'algues lorsqu'évaluée selon les données
brutes ou la régression linéaire respectivement. Les courbes
représentant 1/[HL] vs 1/[H'] pour les deux essais apparaissent a
la figure 4.5. Pour ce méme essai, on observe (figures 4.6 et 4.7)
que les sites sont a demi saturés autour du pH 5.2 (selon

l'estimation mathématique log K = 5.04).
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Tableau 4.2: Titrage de cellules mortes de Chlorella pyrenoidosa:

ions H* liés et libres.

(essai 1: 7-10% cellules-mL')

Volume algue AAP-algue [HL] [H"] $ H/L
nL+0.03 pH pH uM uM

0.00 6.10 5.43 2.92 0.79 3.1
0.20 6.05 5.24 4.86 0.89 5.1
0.40 6.01 5.09 7.15 0.98 7.5
0.60 5.94 4,86 12.66 1.15 13.3
0.80 5.84 4.76 15.93 1.45 16.7
1.00 5.76 4.66 20.14 1.74 21.1
1.20 5.66 4.57 20.73 2.19 25.9
1.40 5.58 4.51 28.27 2.63 29.6
1.60 5.51 4.45 32.39 3.09 33.9
1.80 5.44 4.40 36.18 3.63 37.9
2.00 5.38 4.36 39.48 4.17 41.4
2.20 5.30 4.32 42.85 5.01 44.9
2.40 5.24 4.29 45.53 5.75 47.7
2.60 5.18 4.26 48.35 6.61 50.7
2.80 5.13 4.23 51.47 7.41 53.9
3.00 5.08 4.21 53.34 8.32 55.9
3.20 5.02 4.20 53.55 9.55 56.1
3.40 4.99 4.17 57.38 10.23 60.1
3.60 4.93 4.16 57.43 11.75 60.2
3.80 4.90 4.13 61.54 12.59 64.5
4,00 4.86 4.10 65.63 13.8 68.8
4.20 4.83 4.08 68.39 14.79 71.7
4.40 4,78 4.05 72.53 16.6 76.0
4.60 4.75 4.03 75.54 17.78 79.2
4.80 4.71 4,01 78.23 19.5 82.0
5.00 4.67 4.00 78.62 21.38 82.4
5.20 4.64 3.99 79.42 22.91 83.2
5.40 4.60 3.97 82.03 25.12 86.0
5.60 4.58 3.95 85.90 26.3 90.0
6.00 4.52 3.92 90.03 30.2 94.3
6.40 4.47 3.90 92.01 33.88 96.4
6.80 4.40 3.88 92.01 39.81 96.4
7.20 4.33 3.85 94.48 46.77 99.0
7.60 4.28 3.83 95.43 52.48 100.0
8.00 4.24 3.82 93.81 57.54 98.3
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Tableau 4.3: Titrage de cellules mortes de Chlorella
pyrenoidosa: ions H' liés et libres.

(essai 2: 7-10° cellules-mL’)

Volume algue AAP-algue [HL] [H'] $ HI/L
mL+0.03 pH pH UM uM

0.00 6.03 5.43 2.78 0.93 2.8
0.20 5.98 5.24 4.71 1.05 4.7
0.40 5.92 5.09 6.93 1.20 6.8
0.60 5.83 4.86 12.32 1.48 12.2
0.80 5.75 4.76 15.60 1.78 15.4
1.00 5.67 4.66 20.74 2.14 19.5
1.20 5.61 4.57 24 .46 2.45 24.2
1.40 5.53 4.51 27.95 2.95 27.6
1.60 5.46 4.45 32.01 3.47 31.7
1.80 5.39 4.40 35.74 4.07 35.3
2.00 5.34 4.36 39.08 4.57 38.6
2.20 5.27 4,32 42.49 5.37 42.0
2.40 5.22 4,29 45.26 6.03 44.8
2.60 5.18 4.26 48.35 6.61 47.8
2.80 5.13 4.23 51.47 7.41 50.9
3.00 5.07 4.21 53.15 8.51 52.6
3.20 5.02 4.20 53.55 9.55 52.9
3.40 4,97 4.17 57.89 10.72 56.3
3.60 4,92 4.16 57.16 12.02 56.5
3.80 4.89 4.13 61.25 12.88 60.6
4,00 4.84 4.10 64.98 14.45 64.2
4,20 4.80 4.08 67.33 15.85 66.6
4.40 4.76 4.05 71.75 17.38 70.9
4.60 4.73 4.03 74.70 18.62 73.9
4.80 4.70 4.01 77.77 19.95 76.9
5.00 4.66 4.00 78.12 21.88 77.2
5.20 4.64 3.99 79.42 22.91 78.5
5.40 4.61 3.97 82.60 24.55 81.7
5.60 4.58 3.95 85.90 26.30 84.9
6.00 4.52 3.92 90.03 30.20 89.0
6.40 4,47 3.90 92.01 33.88 91.0
6.80 4.42 3.88 93.81 38.02 92.8
7.20 4,38 3.85 99.57 41.69 98.4
7.60 4.33 3.83 101.14 46.77 100.0
8.00 4.29 3.82 100.07 51.29 98.9
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Figure 4.5:

deuxidéme esaai 1/(H’] * 1000 (L-umol")

1/(H"]

burette de

Relation entre 1/[HL] et pour

l'expérience de titrage & la
Chlorella pvrenoidosa et dumilieu d'exposition

(ol les algues avaient été tueées au préalable).
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Figure 4.6: Relation entre [HL]/L, et le pH pour l'expérience de
titrage de Chlorella pyrenoidosa et du milieu
d'exposition (ou les alques avaient été tuées au
preéealable).
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Figure 4.7: Relation entre [HL]/L, et la concentration en ions
H' pour 1l'expérience de titrage de Chlorella
pyrenoidosa et du milieu d'exposition (ou les algues
avaient été tuées au préalable).
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Titrage des algques vivantes

On a procédé au titrage d'algues vivantes a la noirceur. Les
résultats apparaissant au tableau 4.4 montrent quelques
irrégularités et variabilités quant a l'estimation du pourcentage
de sites liés (*). Cependant, ces résultats laissent supposer que
les algues vivantes n'adsorberaient pas d'ions H' au dela du pH
5.3, comparativement aux’algues mortes qui en adsorbaient jusqu'au
pH 5.4 (tableaux 4.1, 4.2 et 4.3). Le pK, des algues mortes est
légérement plus grand que celui des algues vivantes, cependant si
on fixe le niveau de 1 umol'If1IF comme seuil, on peut avancer dque
les algues vivantes se comportent sensiblement de la méme fagon que
les algues mortes. Les données et le graphique qui ont servi a
calculer C, ., apparaissent au tableau 4.4 et & la figure 4.8

respectivement. Les C, , et log K ainsi évalués sont de l'ordre de

A-H
0.008 a 0.024 moles-L' de H' et 4.6-4.35 selon 1l'estimation
mathématique ou graphique. La relation existante entre les sites
protonés et le pH et la concentration en H" est représentée aux

figures 4.9 et 4.10.

Tableau 4.4: Titrage de cellules vi¥antes de Chlorella pyrenoidosa & la noirceur: ions H* liés et libres.
(1.13-10° cetlules-mL ')
Volume algue AAP-algue HL] ) % HL/LT
mL+0.03 pH pH M M
0.40 5.30 5.30 0.00 5.01 0.0
0.80 4.88 4.86 0.62 13.18 5.0
1.00 4.76 4.71 2.12 17.38 17.1
1.20 4.67 4.62 2.61 21.38 21.1
1.40 4.60 4.54 3.72 25.12 30.1
2.00 442 4.37 4.64 38.02 37.5
2.20 4.38 4.34 4.02 41.69 32.5
2.40 4.34 4.30 4.41 45.71 35.6
2.60 4.30 4.26 4.84 50.12 39.1
3.00 4. .24 4.20 5.55 57.54 449
3.20 4.21 4,17 5.95 61.66 48.1
3.80 4.14 4.10 6.99 72.44 56.5
4.40 4.09 4.04 9.92 81.28 80.2*
4.60 4.07 4.03 8.21 85.11 66.4
4.80 4.05 4.00 10.87 89.13 87.9
5.00 404 3.99 11.13 91.20 89.9
5.20 4.02 3.98 9.21 95.50 74.5*
5.40 4.01 3.96 12.37 97.27 100.0
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Relation entre 1/[HL] et 1/(H'] pour l'expérience de
titrage a la burette de Chlorella pyrencidosa et du

milieu d'exposition (ou les algues sont vivantes).
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Figure 4.9: Relation entre [HL]/L, et le pH pour 1l'expérience de
titrage de Chlorella pyrenoidosa et du milieu
d'exposition (ol les algues sont vivantes).
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Figure 4.10: Relation entre [HL]/L, et la concentration en ions
H' pour 1l'expérience de titrage de (Chlorella
pyrenoidosa et du milieu d'exposition (ou les algues
sont vivantes).
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4.2.4 Discussion

Le bilan des expériences de titrage de Chlorella pyrenoidosa
apparait au tableau 4.5. Les valeurs de C,_, exprimées en moles de
H' captées par litre d'algues sont sensiblement les mémes aux
expériences 2 et 3, alors qu'on obtient le triple & la premieére
expérience méme si la densité cellulaire était moindre dans celle-
ci comparativement aux deux autres expériences qui ont suivi. Il
se peut que le titrage a la burette sous-estime la capacité deé
algues a lier les ions H' puisque seulement cing minutes environ
étaient allouées entre chaque ajout de titrant comparativement a
trois heures dans la méthode en lot (voir exp.l au tableau 4.5).
Par contre, la période de 5 minutes avait éteé déterminée au
préalable par le temps mesuré entre deux ajouts de titrant pour

qu'il y ait stabilisation apparente du pH.

Méme si Stary et al. (1983) ont observé que la prise en charge
de H' et de HgCl, par des cellules vivantes était substantiellement
plus lente que pour les cellules tuées par chaleur (60°C), ce
phénoméne n'a pas été observé lors de nos expériences. Alors que
Stary et al. (1983) mentionnent que les facteurs de concentration
égaux entre les cellules vivantes et les cellules mortes ne sont
atteints qu'aprés plusieurs heures d'agitation, on a obtenu des
valeurs sensiblement identiques, qu'il s'agisse d'algues mortes
(0.021 moles-L'), ou vivantes (0.024 moles-L'), et ce pour les
mémes périodes de stabilisation du pH. On dénote quand méme une
légére différence entre C, , pour les algues vivantes (0.009 moles-
L'Y) et les algues mortes (0.014 moles-L'') lorsque ces valeurs sont

obtenues par inspection graphique des données brutes.
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Nous devons de plus considérer les résultats obtenus avec les
algues vivantes comme étant plus erratiques que ceux obtenus avec
les algues tuées, & cause des phénoménes physiologiques qui
viennent influencer le caractére purement physico-chimique de

1l'adsorption des ions H' a la surface cellulaire.

Lorsque Stary et al. (1982b) avaient étudié la prise en charge
du chrome par des algues, ils avaient observé que la vitesse de
prise en charge, le facteur d'accumulation ainsi que la capaciteé de
lt'algue a accumuler le Cr (III) étaient sensiblement les mémes pour
les algues mortes et vivantes. Ce résultat leur suggérait que la
prise en charge du Cr était due principalement a 1tadsorption
chimique a la surface cellulaire. Parallélement aux observations
de Stary et al. (1982b) et a partir des résultats obtenus, nous
pouvons avancer dans notre cas que la prise en charge de H' par les
algues vivantes est principalement reliée a la capacite
d'adsorption de la surface cellulaire. Nous pouvons reérésenter
l'adsorption des ions H' & la surface des algues vivantes a
différents pH de la fagon suivante ou le pH de demi-saturation

égale environ 4.2-4.3.
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algues vivantes

Les cellules algales montrent une forte tendance a accunuler
des ions H' (Crist et al., 1981; Stary et Kratzer, 1982; Stary et
al., 1984). En déterminant la capacité des cellules algales a
accumuler les ions hydrogéne, Stary et al. (1983) ont obtenu des
vaieurs (C,.y) €gales a 0.4 - 1.2 moles L' de cellules algales
(volume humide) et une constante de demi-saturation (pK,) de 6.2,
ce qui signifiait qu'a pH 6.2, les sites présents a la surface
cellulaire étaient a demi saturés par les ions hydrogeéne. Les
valeurs de C,, sont beaucoup plus élevées que celles obtenues dans
la présente recherche soit C,..y = 0.021 a 0.066 moles-Lq, et
leur valeur de pK, est nettement plus élevée que nos valeurs qui
se situent entre 4.4 et 5.2. Les auteurs, eux-mémes, ont constate
que les valeurs de capacité d'accumulation des H' étaient treés

élevés pour les algues qu'ils ont étudiées, soient Chlorella

kessleri et Scenedesmus obliquus.
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Rappelons que Stary et al. (1983) tuaient les cellules algales
(60°C pendant 60 minutes) avant de les suspendre dans une solution
titrante acide et qu'aucune observation de 1'intégrité des cellules
n'est mentionnée dans leurs ouvrages. Si pour des raisons de
déséquilibre osmotique, il y avait éclatement des cellules, les
valeurs élevées de C,, qu'ils ont observées pourraient étre
expliquées par une sur-estimation due & la présence de murs
cellulaires provenant des organites intracellulaires, augmentant
ainsi la disponibilité des sites de liaison avec H' et biaisant

l'estimation de C, , & la surface cellulaire (tableau 4.5).

H

Par ailleurs, Crist et al. (1981) ont déterminé le C, , sur des
fragments de murs cellulaires (Vaucheria) et les valeurs obtenues
ne dépassaient pas 1 mole-L' de murs cellulaires séchés ce qui
éignifie qu'exprimées en moles-L ' de volume humide, ces valeurs
seraient beaucoup plus faibles que celles que Stary et al. (1983)

ont obtenues et donc se rapprocheraient des ndtres.

Gongalves et al. (1987) ont pu caractériser d'une certaine
facon le type de groupements de liaison sur la surface cellulaire

d'une bactérie (Klebsiella pneumonia, traitée a la formaldéhyde)

pouvant intervenir dans le captage des ions présents dans le
milieu. Afin de réaliser leur expérience, ils ont procédé tout
comme Stary et al. (1982a), au titrage d'une suspension bactérienne

avec de l'acide nitrique et de 1l'hydroxyde de sodium. De cette
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facon, ils ont fait ressortir deux points d'inflexion de la courbe

autour des pH 4.7 et 7.8, ainsi qu'un plateau a un pH de 10.

A bas pH, ce sont les groupements d'acide carboxylique
(similaires au pK, = 3 et au pK, ® 5 de l'acide phthalique ou d'un
PK, ® 2.8 de l'acide salicylique) qui ont été titrés. A des pH
plus élevés, les acides aminés tels la glycine (pK, ® 9.5) ou les
groupes phénoliques perdaient leur proton. Les auteurs ont mesuré
une capacité de liaison d'ions hydrogéne d'environ 7.4 - 10™* moles
de H' par gramme de bactérie ou 4.3 - 10® moles de H' par m? de
surface de bactérie. Pour notre part, si on exprime la capacité de
liaison des H' par Chlorella en moles-m?, on obtient une capacité
de liaison de 250 - 10 moles-m™ (2 pH 4.0) ou 4.6-10"° moles-m™?

de surface algale (a4 pH 4.9), ce qui est supérieur a ce dque

Gongcalves et al. (1987) ont observé pour leur bactérie.

Xue et al. (1988) ont obtenu des valeurs de C, , de 1l'ordre de

0.076 moles-L’! a pH 4.0 pour une algue vivante (Chlamydomonas

rheinhardii), ce qui se rapproche de nos valeurs obtenues pour

Chlorella pyrencidosa vivante. Tout comme nous, ces auteurs

obtenaient une capacité de liaison de H" nulle & pH 7.0, ce qui
suggére que la proportion des sites protonés a un pH donné, ainsi
que le type de site a 1la surface cellulaire, différent
considérablement entre les algues et les bactéries, et que la
capacité a 1lier les ions hydrogéne (exprimée sur une base de

superficie) est supérieure chez les algues.
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Cet exercice a permis d'estimer la constante d'équilibre
régissant la relation entre les algues et les ions hydrogéne. Sa
valeur se trouve entre 0.4 et 1.1 - 10° L-éq'1 (voir le tableau
4.4). Par contre, la technique de la burette a pu sous-estimer les
ligands totaux sur les algues puisque les lectures du pH se
faisaient en dedans de 5 minutes comparativement & la technique en
lot ou les mesures se faisaient aprés 3 heures. De plus, on peut
avancer que la capacité de liaison des algues se joue entre 0.02 et

0.07 moles H'- L. Ces résultats seront utilisés ultérieurement

dans la discussion des résultats d'expériences portant sur l'effet

du pH sur la prise en charge de 1'Al et du Mn par Chlorella-

pyrenoidosa.




4.3 Effet du pH sur l‘'adsorption du Mn

4.3.1 Introduction

Afin de connaitre 1l'effet du pH sur 1les interactions
métaux/membrane on étudie l'influence du pH sur la prise en charge
de manganése a court terme par une algue unicellulaire, Chlorella

pyrenoidosa, sous des conditions chimiques contrélées.

Pour vérifier sans ambiquité s'il y a compétition entre H' et
M* a 1'interface cellule/milieu, il faut que 1le protocole

expérimental respecte certains critéres (Campbell et Stokes, 1985):

1- La spéciation du métal en solution doit changer peu avec le
pH (Ag, Cd, Co, Mn, Ni et 2Zn), afin que toute variation
d'adsorption ou d'assimilation soit imputable & des processus
se produisant & l'interface cellule/milieu.

2- on doit travailler avec un milieu d'incubation inorganique
bien défini, ou sinon, un milieu organique défini ne contenant
que des tampons faiblement complexants (pour minimiser les
changements de spéciation se produisant dans la solution quand
le pH est changé).

3~ on doit wutiliser des concentrations de métal qui se
rapprochent de celles qu'on retrouve en milieu naturel.

4- Les incubations en présence du métal étudié doivent étre de

courtes durées pour minimiser la présence d'exudats dans le
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milieu et pour empécher des variations de pH dues a la

croissance des algues.

Les expériences actuelles sont effectuées en respectant les

critéres ci-haut mentionnés.

4.3.2 Matériel et méthodes

Au cours des différentes expériences, on utilise un milieu
inorganique (c'est-a-dire, qui ne contient pas d'agents chélateurs
qui pourraient faire changer 1la spéciation du manganése a
différents pH) ne contenant pas d'autres métaux traces afin de

ninimiser les interactions entre ceux-ci et le manganese.

Les algues sont mises en contact avec le Mn pendant une courte
période de temps afin de diminuer le risque de contamination du
milieu d'incubation par les exudats ou les produits
extracellulaires provenant des algues mnémes. Des précautions
appropriées sont prises afin d'éviter toute contamination ou perte

de Mn (Schenck et al., 1988).
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Conditions de croissance

Les cultures d'alqgues axéniques de Chlorella pyrenoidosa sont
cultivées en semi-continu dans un milieu AAP dans une bouteille de
Teflon® de 2 L. Les cultures sont aérées et agitées
continuellement dans un incubateur sous une luminosité constante de
115 pE-m?-s™! produite par des tubes fluorescents froids et blancs

(chapitre 2).

Prise en charge du manganése

Au début de la phase exponentielle de croissance les algues
sont centfifugées et lavées avec le milieu d'exposition (voir
chapitre 2). Les algues sont alors transférées dans ce dernier
milieu pour une période d'acclimatation de 12 heures afin d'éviter
un choc osmotique durant les premiers moments d'exposition au

métal.

On procéde a deux expériences ou la concentration nominale en
manganése est de 100 ug-L’1 (1.8 uM) et ou le pH est de 5.5 ou de
7.0. Au début de chacune des expériences, 1les algues sont
récoltées et mises en suspension dans une bouteille en Teflon® de
1 L contenant le milieu expérimental (3 répétitions). Les milieux
sont continuellement agités, aérés, et sous luminosité constante
(115 pE-m2-s'). Le pH est maintenu constant & l'aide de tampons

connus comme étant trés peu complexants (MES et HEPES; 0.01 M)
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choisis pour minimiser la complexation des métaux divalents dans le
milieu expérimental (Schenck et al., 1988). Le Mn est ajouté sous
la forme de MnCl, marqué avec du 5%4Mn (New England Nuclear Corp;
activité spécifique de 26200 cpm- ug”! Mn) 12 heures avant 1l'ajout
des algues afin de permettre l'équilibration du radioisotope avec
le manganése "froid" (non radioactif). La radioactivité finale
du milieu d'exposition mesurée est de 0.4 KBq-L' (2.9-10° dpm- L' -

efficacité de comptage déterminée a partir de standards.)

A chaque période d'échantillonnage (t=0, 0.25, 0.5, et 4 h)
trois sous-échantillons réels (provenant de 3 bouteilles
différentes) sont filtrés sous faible pression (< 100 mm Hg) sur
des filtres Nuclepore de porosité de 0.4 um Jjusqu'a succion
visiblement compléte du liquide. Les filtres ne sont pas rincés
mais laissés a sécher quelques minutes. Les échantillons retenus
sur les filtres sont digérés a 1l'acide nitrique ultrapur (voir
chapitre 2), dilués et mesurés au compteur gamma. Des essais
préliminaires ont montré que la géométrie du filtre affectait
significativement le nombre de comptes. Pour cette raison, les
algues.§ont digérées a l'acide nitrique avant le comptage, alors
que seul le filtrat est compté directement, sans l1'étape de
digestion. La concentration de manganése ainsi déterminée
correspond a la prise en charge totale de manganése [Mn], et est

2

exprimée en moles-m? de surface algale. En parallele, des sous-

échantillons sont traités & 1'EDTA (100 uM) et au cCaCl, (600 uM)

pour respecter la force ionique. Aprés 20 minutes de contact, les
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cellules sont filtrées et analysées comme ci-dessus. Cette
extraction a 1'EDTA permet de discriminer entre le manganese
cellulaire ([Mn],, non-extractible & 1'EDTA) et le manganése
adsorbé ({Mn],, soit extractible a 1'EDTA) (Schenck et al., 1988).
Des blancs de filtration sont mesurés & partir de filtrations

paralléles du milieu radioactif sans algues.

Tout au cours de l'expérience, des échantillons de milieu
total et filtré sont mesurés pour vérifier les pertes possibles de
Mn du milieu initial. La radioactivifé de °*Mn a été déterminée en
utilisant un spectrométre gamma (LKB Wallac, model # 1982). Les
cellules sont comptées par un compteur de particules (Coulter
counter, modeéle TA-II). La surface cellulaire est déduite des
valeurs de volume cellulaire obtenues au compteur, lequel était
calibré a partir de suspension d'algues pour lesquelles le diamétre

avait été mesuré par micrométrie optique (voir chapitre 2).

Mesure du flux cellulaire

Pour comprendre 1l'influence de la concentration de métal
externe sur la prise en charge du métal par la cellule, on doit

prendre en considération le transport du métal jusqu'a la surface

cellulaire et au travers de la membrane cellulaire.
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Par exemple, une cellule algale peut étre considérée comme une
sphére possédant une couche de diffusion dont 1'épaisseur dépend du
mouvement relatif de la sphére et de l'eau. En l'absence d'espéce
métallique liposoluble, le transport du métal & travers la membrane
cellulaire va dépendre des sites de transport spécifique. Si la
vitesse de transport d'un ion métallique libre & travers 1la
membrane cellulaire est plus faible que sa diffusion & travers la
couche de diffusion, il n'y aura pas de gradient de concentration
de 1'ion libre dans la couche de diffusion et conséquemmént, pas de
contribution mesurable de la part des métaux traces complexés au
pool de métal libre qui est pris par l'algue. Dans ces conditions,
la valeur du flux mesuré d'un métal trace donné vers l'intérieur
d'une cellule algale, Fm, sera donc plus faible que le flux maximum
calculé pour la diffusion du métal libre seul de la couche de

diffusion vers la surface cellulaire Fc.

La quantité d'une substance qui diffuse dans une petite sphére
en fonction du temps, Q (mole~sq), est donnée par 1l'équation

suivante (Crank, 1975):

Q = 47D r_-r, (C,-C)) (4.11)
rd_rc
ou D: coefficient de diffusion moléculaire
C,: concentration a la surface de la spheére
Cbi concentration dans la solution
r.: rayon de la sphére
ry: rayon de la sphére + 1l'épaisseur de la couche de
diffusion
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Le flux se calcule de la fagon suivante :

Fc (mol-cm?2-s') = ©Q (4.12)
S

ou = surface de la spheére.

Le flux peut alors étre influencé par (Schenck et al., 1988):

- la constante de vitesse pour le transport du métal a travers
la membrane:;

- la concentration totale du métal dans la solution;

= le degré de complexation du métal en solution;

- les coefficients de diffusion des ions libres et complexés;

= les constantes de vitesse pour la dissociation de ces com-

plexes.

4.3.3 Résultats

Les résultats obtenus sont représentés a la figure 4.11. Les
courbes qui y sont tracées peuvent étre divisées en deux phases
bien distinctes: une phase initiale et rapide représentant
l'adsorption du métal sur la surface cellulaire et une phase plus
lente qui elle, serait associée a 1l'incorportion du métal dans les
cellules algales (Schenck et al., 1988). Oon a pu distinguer ces
deux phases en procédant au traitement a 1'EDTA, tel que mentionné

plus haut (tableau 4.7).
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Figure 4.11: Prise en charge totale de Mn sur une période de 4

h par Chlorella pyrenoidosa & pH 5.5 et 7.0. ILa
concentration initiale en Mn dissous du milieu était
de 1.8 uM.

Tableau 4.7: Bioaccumulation du Mn par Chlorella pyrencidosa en
fonction du pH (4 h d'exposition),

[MAN;gANESEJA pH 5.5 pH 7.0
(10" moles -m"2)

[Mn], 2.47 + 0.04 5.09 + 0.05
[Mn], 1.18 + 0.16 1.17 + 0.14
[Mn], 1.30 + 0.19 3.92 + 0.19

Les valeurs correspondent & la moyenne de 3 essais & pH 7.0
et 2 essais a pH 5.5 et a une bioaccumulation nette, c.-a-d.
[(Mn] aprés 4 heures d'exposition - [Mn] initial.
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Les résultats exprimés au tableau 4.7 et aux figures 4.11-
4.13, montrent qu'a pH 5.5 la prise en charge totale de manganése
est plus faible qu'a pH 7.0. Ceci serait da principalement a une
diminution de 1'adsorption du manganése sur la surface algale a pH
5.5 (figure 4.13) puisque le flux du manganese a travers 1la
membrane cellulaire ne semble pas varier de fagon appréciable selon
les deux pH expérimentés (figure 4.12). On se doit de remarquer la
prise en charge de Mn cellulaire rapide dans les 15 premiéres
minutes alors qu'on s'attendait a une pente constante aux cours de
l'exposition (Schenck et al., 1988). On pourrait supposer ici, une
faible efficacité de 1'EDTA a capter les cations Mn fortement liés
a la surface cellulaire dans les premiéres minutes de 1l'exposition.
Tel que mentionné dans Stary et al. (1983), les cations ont
tendance a s'adsorber d'abord préférentiellement aux sites dont

l'affinité est la plus grande.

Cette constatation pourrait aussi étre due a un artefact
introduit dans l'estimation du Mn associé aux algues alors que le
Mn mesuré pourrait résulter a la fois du Mn relié aux algues mais
aussi a la rétention de milieu radioactif par 1l'amas des algues sur
le filtre qui ne serait pas nécessairement corrigée par le Mn

retenu par un filtre vierge (blanc de filtration).

Notons de plus, qu'a part une perte significative d'environ
20% de Mn aprés 15 minutes d'exposition (figure 4.14), le Mn en
solution ne varie pas de fagon significative durant le reste de

1l'expérience.
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Mn cellulaire (*10~7 moles.m—2)

Figure 4.12:

Figure 4.13:

Mn adsorbé (x 10~7 moles - m—2)
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Prise en charge cellulaire de Mn pendant une période
de 4 h par Chlorella pyrenoidosa & pH 5.5 et 7.0.
La concentration initiale en Mn dissous du milieu
était de 1.8 uM.
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v T T

Ll i
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

Temps (min)

Adsorption de Mn pendant une période de 4 h par
Chlorella pyrenoidosa a pH 5.5 et 7.0. La

concentration initiale en Mn dissous du milieu était

de 1.8 uM.
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Figure 4.14: Evolution du de Mn dissous au cours de l'expérience

de prise en charge cellulaire de Mn pendant une
période de 4 h par Chlorella pyrenoidosa a pH 5.5
et 7.0. La concentration initiale en Mn dissous du
milieu était de 1.8 uM.

4.3.4 Discussion

On a pu démontrer par cette expérience que la prise en charge
de Mn était moindre dans un milieu acide, principalement a cause
d'une diminution de 1l'adsorption & la surface cellulaire. Des
résultats similaires ont déja été observés avec d'autres algues
unicellulaires. En effet, les résultats publiés dans la littéra-
ture montrent que lors d'une diminution de pH de 7 & 4, pour le Cd,
le Mn, et le Zn, on observe une compétition évidente entre l'ion H'
et 1'ion métallique aqueux pour les sites de liaison de la surface
cellulaire de l'algue ou de la bactérie, et ce dé&ja é des valeurs
de pH souvent rencontrées dans les milieux naturels acides, c'est-

229




a-dire a pH>5 (Doyle et al., 1980; Crist et al., 1981; Bates et
al., 1982; Stary et al., 1983; Lee et Walker, 1984; Harrison et

al., 1986, Schenck et al., 1988).

Parmi ces exemples, c'est 1l'approche de ces derniers
chercheurs qui ressemble le plus a celle adoptée dans 1l'expérience
actuelle. En effet Schenck et al. (1988) ont étudié 1l'effet de
variations de pH (7-->5) sur l'assimilation de fer et de manganese

par le phytoplancton, utilisant Chlamydomonas variabilis comme

organisme test, et ont mesuré l'assimilation de cesrmétaux a court
terme sous des conditions chimiques contrdélées. La prise en charge
totale en manganése variait selon 1le pH tout comme dans
l'expérience actuelle. Cependant, dans leurs essais c'était la
prise en charge du Mn intracellulaire qui s'est avéré sensible au
changement du pH; 1'adsorption du manganése a la surface cellulaire
ne dépendait pas du pH et atteignait rapidement un plateau.
Rappelons que dans le cas présent les valeurs de Mn, diminuent de
66% entre le pH 7 et le pH 5.5. Outre cette différence, il faut
aussi signaler que la courbe de la prise en charge du Mn cellulaire
est constituée de deux phases dont l'une rapide (dans les 15
premiéres minutes) et 1l'autre plus longue et linéaire jusqu'a la
fin de 1l'expérience. Ceci difféere des résultats publiés par
Schenck et al. (1988) qui n'observaient pas la premiére phase mais

un flux cellulaire linéaire et constant dans le temps.
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I1 serait plausible de croire que le pH agit tout d'abord sur
1l'adsorption du métal a la surface algale puisque tel que mesuré
par Gongalves et al. (1987), 1l'affinité d'un métal sous forme
cationique pour des groupes fonctionnels a la surface cellulaire
est fortement dépendante du pH, et & un pH donné, diminue avec
1'accumulation constante du métal sur la surface cellulaire d'une
bactérie. Ceci indique que les cations se lient premiérement aux
ligands de surface dqui présentent la plus forte affinité et
subséquemment aux autres ligands dont 1l'affinité est moindre. Si
de tels ligands sonf déja associés aux ions H' (Stary et Kratzer,
1982), l'adsorption sera éventuellement moins élevée a bas pH. La
prise en charge se ferait donc principalement par un processus

physico-chimique & la surface cellulaire des algues.

Alors qu'a la partie 4.1 du présent chapitre, on observait que

les sites a la surface de Chlorella pyrenoidosa vivante ou morte

n'acceptaient pas de protons a des pH supérieurs a 5.5, il semble
que les résultats de cette partie-ci démontrent au contraire qu'il
y a encore place a une compétition H'/Mn*?> aux pH > 5.5, celle-ci
étant évidemment plus élevée a pH 5.5 qu'a pH 7.0. La capaciteé de
liaison de Mn*'?> a pH 5.5 (C,,,) comparativement a pH 7.0 est de 66%
inférieure (2.6-107 ég Mn-m? & pH 5.5 vs 7.8-107 éq Mn-m? & pH 7.0
- voir [Mn], au tableau 4.7). Ainsi les concentrations calculées
en équivalents de Mn par surface cellulaire sont de beaucoup (=
100x) inférieures aux C,, calculés a la premiére partie de ce

chapitre. L'évaluation de la capacité de Chlorella pyrenoidosa &
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lier des ions hydrogéne aux pH supérieurs a 5.5 a pu étre biaisée
par la faible sensibilité de la méthode de titrage. Par exemple,
si la quantité d'ions H' liés a la surface cellulaire était la méme
que celle mesurée pour les ions Mn'’ (en éq-L' de cellules) a pH
5.5, soit 2.6-107 eq'm? ou 10-10° eq-L' de cellules, il aurait
fallu, pour déceler une telle perte de H' de la solution, une
précision du pH-métre de 0.001 unités de pH, ce qui n'était pas le

cas!

Dans le cas d'autres métaux (Cu, Sr), Crist et al. (1981) ont
aussi observé une adsorption plus faible & bas pH. Les auteurs
suggérent qu'une diminution de prise en charge de métal & bas pH
pourrait signifier une diminution de la toxicité du métal, ou
encore, dans le cas d'un métal essentiel au métabolisme, une

diminution de sa disponibilité comme oligoélément nutritif.

Les explications données pour les interactions antagonistes
entre le manganése et les ions hydrogéne sont (telles que abordeées

dans 1l'Introduction (4.1):

1- A cause de la faible perméabilité de la membrane lipidique au
métal sous forme ionique, la prise biologique de 1'ion
métallique survient normalement par transport facilité. De
cette fagon 1les ions hydrogéne peuvent compétitionner
directement avec 1'ion métallique pour ces sites de transport

(Peterson et al., 1984).
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2~ Les différents pH peuvent affecter la conformation des sites
de liaison métallique, changeant alors leur affinité pour

certaines espéces métalliques.

3~ Les différentes concentrations en ions hydrogéne dans la
solution peuvent mener a des changements du potentiel de la
surface algale, qui peut alors affecter la répartition du
métal entre la surface cellulaire et la solution (McLaughlin,

1979).

4- Les différents pH peuvent aussi affecter le potentiel trans-
membranaire (Smith et Raven, 1979), lequel influe sur le
mouvement du métal de 1l'extérieur vers 1l'intérieur de 1la

cellule algale.

Tous ces mécanismes semblent offrir des explications plausi-
bles pouvant aider a comprendre 1l'influence du pH sur la prise en
charge du métal. D'un point de vue purement physico-chimique de
1'état de la membrane, on peut considérer que ce sont les points 1
a 4 qui sont déterminants, de fagon directe, du type d'interaction
métal-membrane. Ces différentes altérations de la membrane peuvent

survenir de fagon complémentaire.

La quantité de Mn adsorbé a la surface cellulaire semble
atteindre un plateau aprés 30 minutes d'incubation. Les calculs du

pourcentage de revétement de surface pour une cellule avec un ion
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hydraté de Mn (r = 3.56- 109 m; capacité de recouvrement d'un atome
(7r?) = 3.98-10"" m*, ou 100% de recouvrement de 1 m* d'algues
serait atteint par 2.5-10"® atomes ou 4.0-10° moles de Mn')
indiquent que pas plus de 3% (1.3-107 moles/4.04-10°° moles) de la
surface est couverte & pH 5.5 comparativement & 10% a pH 7.0
(3.92~10'7 moles/cl.oll'lo’6 moles) lorsque la concentration en Mn de
la solution = 1.8 uM. Notons que la surface de la cellule est
probablement sous-estimée puisque qu'on suppose ici une surface
plane (Schenck et al., 1988). Les effets de saturation (100%)
pourraient se manifester & des concentrations de Mn externe plus
élevées, mais de telles concentrations excéderaient de beaucoup les
concentrations en Mn retrouvées dans les milieux naturels (Davison
et Woof, 1984). on doit conclure gque le Mn se lie non pas de
maniére indiscriminée (ce qui donnerait un recouvrement de preés de
100%) mais plutét a des sites speécifiques a la surface algale.

Les facteurs de concentration (Mn,/Mn ) sont de 0.07 L-m’?

solution
4 pH 5.5 alors que Schenck et al. (1988) observaient un facteur de
l'ordre de 0.05 L-m? & pH 5.0. Ces derniers observaient une
saturation de 2 % de la surface cellq}aire a pH 5.0 pour une [Mn]
= 1.8 uM comparativement & 3% dans notre cas a pH 5.5, ce qui va
dans le sens de nos observations quant a'la compétition entre Mn*?

et H' & la surface cellulaire méme s'il s'agit de deux espeéces

différentes.
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Flux cellulaire

On a calculé le flux maximal de Mn, Fmax (MnQ) a travers la

couche de diffusion. Le rayon de Chlorella pyrenoidosa est de 6

um, sa surface spécifique (47r?) équivaut a 4.52-10% m?, et le
coefficient de diffusion moléculaire de Mn*2 est d'environ 6-107°
cm? .sec’! a 25°C (Li et Gregory, 1974). La couche de diffusion est
évaluée a 10 um d'épaisseur (Whitfield et Turner, 1979) et 1la
concentration en Mn a la surface est considérée comme nulle (C.=0).

Cette option maximise le flux de diffusion calculé a la cellule.

Selon nos résultats, a pH 5.5 et & une concentration de 1.8

gM de Mn*?, on calcule:

3.15 - 107 moles -m? sec’!

I

F maximal

et un F mesuré = 8.19 - 10" moles -m? sec’’;

Le flux mesuré étant de loin inférieur au flux maximal, on peut
croire que la concentration de Mn*? en solution suffise a maintenir

la prise en charge de manganése par Chlorella pyrenoidosa.
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4.4 Effet du pH sur la perméabilité membranaire

4.4.1 Introduction

La membrane plasmique constitue la premiére barriére ren-
contrée par un agent toxique qui veut atteindre une cellule. Les
caractéristiques de perméabilité sélective de la membrane plasmique
sont vitales pour la régulation du volume cellulaire et de sa
composition ionique, pour l'entrée d'éléments nutritifs et pour
l'excrétion. La perméabilité membranaire dépend de l'arrangement
hautement structuré des lipides et des protéines qui constituent
les membranes biologiques individuelles (Kinter et Pritchard,

1977) .

I1 a déja été observé qu'a bas pH, la prise en charge de
certains métaux (Mn, 2Zn) était moindre qu'a pH plus élevé (section
4.3; Schenck et al., 1988). Oon explique cette plus faible

biodisponibilité de plusieurs facgons:

1 - protonation de la surface cellulaire et changement conséquent

de son potentiel;

2 - changement de potentiel transmembranaire;

3 - protonation des sites de liaison;

4 - dépolarisation de la membrane;

5 - changements allostériques des sites de liaison;
6 - diminution de la perméabilité membranaire.
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Le bien-fondé des explications 1 et 3 a été vérifié aux parties 4.2
et 4.3. L'effet du pH sur la perméabilité membranaire est évalué

dans cette quatriéme partie.

Pour ce faire, on utilise une molécule pour 1laquelle la
membrane de Chlorella pyrenoidosa est perméable. La molécule en
question doit étre non métabolisable, stable, inerte et non sujette
a un transport spécifique facilité (c'est-a-dire n'impliquant pas
de perméases). on utilise un hexose, le sorbitol, dont 1la

configuration chimique apparait ci-dessous.

CH,OH
H OH
HO H
H OH
H OH
CH,OH

Colman et al. (1986) ont observé que la prise en charge
d'hexoses par Chlorella pyrenoidosa se faisait par diffusion, et
que ces hexoses n'étaient pas utilisés pour la croissance hétéro-
trophe. Selon ces auteurs, 1l'hexitol péneétre la membrane plasmique
de 2 souches de Chlorella pyrencidosa et 1l'équilibre entre les
nilieux iﬁternes et externes est atteint aprés 20-30 minutes
d'incubation. Par contre, selon leurs résultats, méme si le
sorbitol passe par la membrane des deux souches de Chlorella

pyrenoidosa, cette molécule ne peut supporter la croissance de

ltalgue a 1la noirceur. De plus, méme si 1l'algue Chlorella

pyrenocidosa est perméable au sorbitol et au mannitol, son taux de
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respiration n'est pas significativement affecté par 1'incubation en

présence de concentrations élevées (100 mM) de ces deux composés.

Bien que le comportement physico-chimique du sorbitol ne soit
pas le méme que celui d'un ion métallique (M*), il constitue une
sonde intéressante pour mesurer ou informer sur l'état ainsi que
sur 1l'intégrité de la membrane. Par exemple, ce sucre, par ses

caractéristiques qui lui permettent la diffusion au travers de la

membrane de Chlorella pyrenoidosa, peut nous informer sur les

effets des variations de pH sur la fluidité et la perméabilité

membranaire.

Les effets possibles du pH sur la fluidité et/ou sur la
perméabilité membranaire peuvent avoir une influence non négligea-
ble sur la vitesse a laquelle un "transporteur" intramembranaire
puisse transporter un métal de l'extérieur vers l'intérieur de la

cellule.

Les objectifs de ce travail sont donc de vérifier les effets

du pH sur la perméabilité membranaire de Chlorella pyrenoidosa au

sorbitol. La cinétique de la prise en charge du sorbitol par
Chlorella est analysée au niveau de la pente (taux de prise en

charge) ainsi que du plateau (a l'équilibre).




4.4.2 Matériel et méthodes

Les algues sont mises a pousser dans le milieu AAP jusqu'au
début de leur phase exponentielle de croissance. Leur axénicité
est testée avant 1l1l'expérience (chapitre 2). Elles sont alors
centrifugées et suspendues dans du milieu expérimental libre de
métaux et de phosphore, mais a pH différents maintenus constants
par 1l'utilisation d'un tampon (MES 102 M). Les pH testés sont 4.0,
4.3, 5.0, 5.5, 6.0 et 6.5. Les algues sont ensuite agitées et
acélimatées pendant 24 heures (densité cellulaire = 1.2-10°

cellules-mL''). Chaque test est réalisé trois fois.

La solution de D-(U-%C)-sorbitol (activité spécifique et
concentration de la solution originale: 342 mCi-mmol™! et 3.7
MBq-mL'') provient de Amersham Radiochemical et est diluée avec du
sorbitol froid. Au début de 1l'expérience, 1 mL de la solution de
sorbitol (2.2 mM, marqué et froid) est ajouté a 20 mL du milieu
expérimental contenant les algues pour obtenir une concentration
finale de 100 uM. Un mL de la solution est recueilli pour compter
les algues et évaluer 1leur surface cellulaire. L'activite

spécifique mesurée du milieu d'exposition est de 1.54 CPM-mmol’’.

Le taux de prise en charge de 1l'hexitol est déterminé en
mesurant le taux d'incorporation de radioactivité dans les cellules
algales a partir d'hexitol marqué dans le milieu. Les suspensions

d'algues sont agitées et incubées a 22°C dans la noirceur avec le
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sorbitol marqué. Aprés 5, 10, 15, 20 et 25 minutes de contact, 4
ml, d'échantillon sont retirés, dilués avec 5 mL d'une solution du
sorbitol non marqué (20 mM) pour arréter l'accumulation du sorbitol
marqué, et ensuite filtrés sur des filtres de porosité de 0.4 um
(Nuclepore), lesquels sont rapidement lavés (10-15 sec) avec 5 nL
de la solution d'hexitol (20 mM) et 6 mL d'éau ultrapure Millipore.

Toutes ces manipulations sont réalisées en moins d'une minute.

Les filtres sont ensuite placés dans des bouteilles de
scintillation avec 1 nmL de ﬁélange: méthanol, acide acétique et eau
(10:40:50), 10 nmL de liquide a scintillation (Scintiverse 1,
Fisher) et laissés au repos pendant une heure. La radioactivité
des échantillons est déterminée par compteur a scintillation
liquide LKB-Wallac-1215. L'efficacité relative du comptage est
déterminée en comparant la radioactivité de 500 uL de la solution
mére seule a celle du méme volume de la solution mére avec un

filtre (98%).

4.4.3 Résultats

Les résultats montrant la prise en charge du “c-sorbitol par

Chlorella pyrenoidosa en fonction du pH apparaissent a la figure

4.15. Il s'agit de la moyenne de 3 essais a chaque pH avec leur
écart type. Notons tout d'abord que la partie linéaire de 1la

courbe se situe dans les 15-25 premiéres minutes pour tous les pH.
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Celui-ci affecte le taux de prise en charge mais n'influe pas ou
peu sur l'atteinte de 1'équilibre du sorbitol & travers la membrane
cellulaire (plateau). Ces résultats permettent de constater que
le pH affecte la perméabilité membranaire. Les taux de prise en
charge ont été calculés a partir de la partie linéaire des courbes

de prise en charge et les résultats apparaissent ci-dessous:

pH taux de prise en charge
(1072 moles -m2-min’")

6.0 1.7
5.5 1.3
5.0 1.2
4.3 1.1
4.0 1.0
&
|
€ 30 .
)
8 |
= 2% — pH 6 Ca z &
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Figure 4.15: Prise en charge du “e_sorbitol par Chlorella
pyrencidosa en fonction du PpH. Les valeurs

correspondent a la moyenne de 3 essalis & chaque pH
avec l'écart type.
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Afin d'illustrer
re, les résultats du
présentés & la figure

avec le pH avec un r’=

l'effet du pH sur la perméabilité membranai-
taux de prise en charge du sorbitol sont
4.16. La perméabilité membranaire diminue

0.99.

30

Sorbitol (x 10 ~2 moles-m™2)

4.0 4.5 2.0 8.5 6.0

Figure 4.16: Prise

en charge du '“c-sorbitol par Chlorella

pyrenoidosa aprés 15 minutes d'incubation en

fonction du pH. Les valeurs correspondent & la

moyenne de 3 essais & chaque pH avec 1l'écart type.

242




4.4.4 Discussion

Les résultats obtenus dans cette partie ont montré une
diminution de la perméabilité membranaire de Chlorella pyrenoidosa
avec le pH. Colman et al. (1986) ont observé que le taux de prise
en charge de sorbitol par Chlorella saccharophila diminuait de 30%
a pH 6.0 comparativement & pH 8.0. Dans le cas présent on observe
aussi une diminution significative de 30% a pH 6.0 comparativement
a pH 6.5 pour Chlorella pyrenoidosa ainsi qu'une diminution de plus

de 50% a pH 4.0 par rapport au pH 6.5.

Cette diminution de la perméabilité cellulaire &a bas pH
pourrait constituer une partie de l'explication d'une prise en
charge plus faible de Mn & des pH moins élevés. Des changements de
perméabilité membranaire (induits par des changements de pH)
influenceront ainsi 1l'absorption du Mn, si le Mn est absorbé par
simple diffusion ou encore si 1l'absorption du Mn implique des
protéines transporteuses puisque leur efficacité peut aussi étre
influencée par la rigidité/fluidité de la membrane ou elles se

trouvent.

Le fait qu'on observe un effet des ions hydrogéne sur la
cinétique mais non pas sur le taux d'équilibre aprés 20-25 minutes
d'incubation suggére une atteinte a 1l'équilibre a travers la
membrane plasmique mais non pas d'accumulation progressive de L)

avec le temps. A 1l'équilibre, l'activité de 1l'hexitol libre doit
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étre la méme a l'intérieur et a l'extérieur de la cellule algale.
De plus, comme les changements de pH dans le milieu externe
n'affectent pas le plateau, ceci suggére dque les algues sont
capables de résister a ces changements et de maintenir le métabo-
lisme "normal" (voir chapitre 3). Si les conditions chimiques
(notamment le pH) & l'intérieur de la cellule ne changent pas de
maniére significative en fonction du pH externe, il est plausible
de trouver la méme concentration en hexitol a l'intérieur de la

cellule, a l'équilibre et indépendamment du pH.

4.5 Conclusion

Depuis la constatation d'une mise en circulation ("mobili-
sation") des métaux en milieu acide, il existe une incertitude
quant a 1l'interprétation des effets de ce phénoméne sur les
organismes aquatiques. En effet, on a pu observer que méme si la
concentration en métaux chimiquement disponibles augmentait en
milieu acidifié, leurs effets sur les organismes aquatiques n'en
n'étaient pas nécessairement plus grands; en effet, la diminution

du pH affecte a la fois la spéciation du métal en solution et la

sensibilité bioclogique au niveau de la surface cellulaire (Campbell

et Stokes, 1985).

Les résultats obtenus a partir des expériences décrites dans

ce chapitre nous ont permis de démontrer:
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1- que les algues ont le pouvoir d'adsorber les ions hydrogénes;

2- que le pH agit sur les capacités de bioaccumulation du Mn (qui
est un métal qui ne devrait pas changer sa spéciation dans la gamme

de pH utilisée ici -Campbell et Tessier, 1987);

3- qu'il semble y avoir compétition entre les ions H' et les ions
Mn*’ pour les sites de liaisons a la surface cellulaire, ce qui

pourrait expliquer la plus faible adsorption de Mn a bas pH;

4- que les ions hydrogéne (pH) agissent sur la perméabilité

membranaire en la diminuant.

Tous ces constats devront étre considérés lorsqu'on interprétera
des données provenant d'expérimentations ol les variables prin-

cipales (pH, [métal]) sont ajustées simultanément.

Ainsi, aprés avoir démontré dans le chapitre 3 que le pH

n'influencait pas la croissance de Chlorella pyrenoidosa dans la

gamme de pH étudiée (4.3-->7.0), les résultats obtenus dans ce
chapitre~ci ont montré une légére diminution de la perméabiliteé
membranaire a bas pH. Ces résultats, ainsi que ceux qui ont permis

d'évaluer C, , et C seront considérés lors de l'étude de l'effet

A-Mn’
du pH sur la toxicité et la prise en charge de 1l'aluminium gui sera

élaborée aux chapitres 5 et 6.
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CHAPITRE 5: TOXICITE DE L'ALUMINIUM EN RELATION AVEC SA

SPECIATION

5.1 Introduction

La problématique des précipitations acides, et de la nise en
circulation de certains métaux dans les milieux acidifiés, a
orienté plusieurs recherches vers la modélisation de la toxicité
des métaux lourds en milieu acide. Une telle modélisation vise a
prédire la réponse toxiqué a partir de mesures directes du métal en

milieu naturel selon sa forme physico-chimique.

En général, les expériences sur la toxicité des métaux lourds
exécutées sur plusieurs organismes (algues, bactéries, benthos et
poissons) indiquent que la toxicité d'un métal donné n'est pas
corrélée a la concentration totale du métal mais plutdét a 1la
concentration des ions métalliques libres, M’*Z(HZO)n, laquelle dépend
de la nature et de la concentration des ligands présents dans le

milieu.

Ces observations, surtout pour les métaux bivalents (Cd, Cu,
Pb, Zn), ont conduit & 1'élaboration de modéles simples portant sur
1'interaction des métaux avec des organismes vivants (Morel, 1983;
Pagenkopf, 1983). on peut se demander si 1la toxicité de
1l'aluminium, a un pH donné, cadrerait avec ces modeles. Tel que
mentionné au chapitre 1 (Introduction), il faut signaler qu'outre

ljes travaux récents de Kinraide et Parker (1989), il n'existe dans
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la littérature que trés peu de données valables pour répondre a
cette question: dans la presque totalité des études toxicologiques,
on a négligé de considérer les caractéristiques chimiques de 1l'a-
luminium en solution aqueuse (ex.: sa solubilité limitée entre pH
5.5 et 7.0, la lenteur de certaines de ses réactions, sa tendance

a former des espéces métastables, sa tendance a s'adsorber).

En ce qui concerne l'effet du pH sur la toxicité de 1l'alumi-
nium, les études montrent plus d'inconsistance encore, notamment a
cause de la difficulté a différencier entre les effets respectifs
du pH sur la spéciation de 1'Al et sur sa toxicité pour
l'organisme. En effet, la concentration en ions H' peut affecter
la solubilité de 1l'aluminium, sa spéciation en solution et sa prise
en charge biologique (& cause de ses effets sur le potentiel
membranaire et de la compétition cationique au niveau membranaire),

et ces interactions respectives semblent complexes.

Beaucoup d'auteurs ont orienté 1leurs recherches vers la
détermination des principales vformes d'aluminium pouvant étre
toxiques pour les organismes aquatiques. Le bilan des résultats
obtenus jusqu'a aujourd'hui ne nous“permet pas de dégager de
tendances claires concernant la "toxicité relative" de ces formes.
Par exemple, Helliwell et al. (1983) préconisent que les hydroxo-
complexes de 1'aluminium (Al(OH)?*, Al(OH),’) sont "plus toxiques"

que l'ion libre Al*> pour Chlorella pyrenoidosa, alors que Kinraide

et Parker (1989) observent le contraire pour certains plants de

blé.
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Tous les auteurs qui ont essayé de déterminer quelle était 1la
toxicité respective des différentes formes d'aluminium monomére ont
dt faire face aux contraintes suivantes, ce qui a limité énormement
la portée de leurs travaux: ¢ que de changer le pH d'exposition
afin de faire varier la spéciation de l'aluminium en solution
implique aussi que 1'on doit considérer les effets de changements
de pH sur 1l'organisme cible lui-méme (ex.: effets toxiques de 1'ion
H'; compétition entre l'ion H' et l'aluminium pour des sites de
complexation, X-cellulaire); ¢V tel qu'exprimé par Neville et
Campbell (1988), qu'il existe une cinétique rapide d'équilibre
entre les différentes espéces monoméres en solution (Plankey et
al., 1986), ce qui rend difficile 1'idée d'identifier une espéce en
particulier comme étant plus toxique qu'une autre; (i) gue toutes
ces espéces portant une ou plusieurs charges, donc hydrophiles, ne
peuvent pas passer a travers les membranes biologiques par simple
diffusion (Luoma, 1983). Une quatriéme considération tient a ce
que tous les auteurs (& l'exception de Kinraide et Parker, 1989)
ont omis d'intégrer dans leurs modéles de toxicité les formes
d'aluminium polymére pouvant étre présentes dans leurs milieux

d'exposition.

Cette tendance & négliger 1les formes polynucléaires
d'aluminium est difficile a justifier. Méme s'il y a peu de
données concernant la présence de telles espéces dans les eaux
naturelles, ces formes sont susceptibles de se manifester lorsque

des eaux acides, riches en Al, se voient neutralisées, c'est-a-dire

253




lorsque le produit de solubilité de Al(OH);(s) est dépasse. De
plus, ces formes ont une tendance marquée & s'adsorber ou a

s'associer a des surfaces, y compris les surfaces biologiques.

Pour ce qui est des formes organiques de 1'aluminium, tous les
chercheurs sont, en général, d'accord avec 1l'idée que la toxicité
de 1l'aluminium diminue en présence de ligands organiques. Par
contre aucun n'a pu évaluer 1l'effet réel de 1'aluminium organique,
c'est-a-dire, n'a pu discriminer entre la diminution de la toxicité
de 1l'aluminium due a sa complexation avec la matiére organique
(baisse de la disponibilité de 1l'aluminium inorganique) et celle

due a 1'Al organique méme (avec [Al] inorganique constante).

Objectif

L'objectif principal de cette recherche est de relier 1la
spéciation de 1'aluminium des eaux naturelles a sa toxicité, en
utilisant comme organisme test une algue unicellulaire: Chlorella

pyrenoidosa. Cet objectif est poursuivi afin d'améliorer le modele

simple d'interaction métal/organisme en évaluant la contribution
des formes d'aluminium monomére, polymére et organique a la

toxicité de ce métal.
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Approche expérimentale

L'approche expérimentale retenue afin de répondre & cet
objectif est schématisée a la figure 5.1. Chlorella pyrenoidosa
est cultivée de facgon axénique dans un milieu AAP ol le pH est
équivalent a celui du milieu expérimental employé (tampons: DMGA,
MES, 1072 M). Les cultures sont agitées et aérées dans une
bouteille en polycarbonate de facon a éviter toutes contaminations
en métaux préalables a 1l'expérience. Au début de 1la phase
expérimentale (lorsque la densité cellulaire égale 10° cellules
nL'), les algues soﬁt centrifugées (7000 tours-min' * 20 min),
lavées trois fois et mises en suspension dans un milieu AAP ne
contenant ni phosphore ni métaux, durant une période d'acclimata-
tion de 24 heures. L'aspect morphométrique des cellules est
vérifié au microscope avant chaque expérience. Toute 1'expérience
est effectuée dans un incubateur ou la température (20°C) et 1la
lumiere (115 uE~mQ-s4, en continue) sont maintenues constantes.
Les milieux d'exposition sont agités et aérés pour favoriser une
bonne croissance et assurer une homogénisation adéquate du milieu.
Oon travaille avec trois répétitions réelles. La croissance des
algues est évaluée en déterminant la densité cellulaire deux fois
par jour pendant quatre jours a l'aide d'un compteur de particules.
Le paramétre de croissance utilisé est l'aire sous la courbe de

croissance (cellules-jour-mL*).
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Figure 5.1:

Chlorella pyrenoidosa

3% centrifuger
laver

acclimater 24 heures
au milieu d'exposition

expérimentation

mesure de la croissance pendant
une période de 4 jours

paramétre de croissance:
aire sous la courbe de croissance

Schéma du protocole expérimental utilisé pour
étudier la toxicité de 1l'aluminium envers Chlorella

pyrenoidosa.

256




5.2 Toxicité de l'aluminium monomére inorganique

5.2.1 Matériel et méthodes

Pour vérifier les relations entre la spéciation de 1'aluminium
et sa toxicité, différentes concentrations en Al a différents pH
(4.3-6.0) sont testées pour évaluer leur effet sur la croissance de

Chlorella pyrenoidosa.

Pour chacun des pH, & partir d'un programme de spéciation
théorique (MINEQL) basé sur des équilibres thermodynamiques, 1la
concentration maximale en aluminium monomére soluble est calculée.
Les expériences sont réalisées en triple reéel, i.e. trois
bouteilles de Teflon® par concentration d'Al. Chacun de ces tests
est réalisé avec un témoin ([Al] = 0), une concentration théorique
maximale monomére inorganique, et des concentrations en aluminium
monomére inorganique intermédiaires. De cette fagon, uniquement
des solutions d'aluminium inorganique labile seront considérées.
Il y a, par contre, deux exceptions, a pH 4.3 et pH 4.6, ou la
concentration maximale testée n'atteint pas 1la limite de
solubilité. Notons que dans la gamme de pH 4.3-6.0, le pH seul n'a
pas d'effet sur la croissance de Chlorella pyrenoidosa (Chapitre
3). Les milieux d'exposition sont présentés au tableau 5.1. Les
tampons utilisés sont le DMGA pour les pH 4.3 et 4.6; le MES pour

les pH 4.8, 5.0, 5.2, 5.5 et 6.0 (1072 M).
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Tableau 5.1: Gamme de concentrations testées en Al monomeére.

pH 4.3 4.6 4.8 5.0 5.2 5.5 6.0
[Al] 0 0 0 0 0 0 0
(ng- L1 25 100 200 25 100 8 8

50 150 400 S0 15

100 200 100 25

150 400 150 35

Les cultures d'algues en phase d'acclimatation, dans le milieu
AAP ne contenant ni phosphore ni métaux traces mais ajusté au méme
pH que le milieu d'exposition, sont réparties parmi les 15 (n)
bouteilles de Teflon® contenant 900 mL de milieu d'exposition (5
traitements en triple-sauf aux pH 4,8; 5,2 et 6.0 ou n= 9, 6 et 6
respectivement). Notons qu'a ces derniers pH, 1l'expérience était
modulée en fonction de 1l'évaluation de 1la toxicitée de 1'Al

polymére, ou seulement une (pH 5.2 et 6.0) ou deux concentrations
d'Al monomére étaient testées (voir section 5.3). Les milieux
d'exposition sont préparés au moins 24 heures avant le début de
l'expérience afin de favoriser un équilibre parmi les formes
d'aluminium. La croissance est suivie pendant une période de 4
jours et 1l'aluminium total, dissous et monomére est mesuré aux

jours 0, 1, 2 et 4.
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5.2.2 Résultats

Aluminium en solution

I1 ne semble pas y avoir de baisse significative de
1'aluminium monomére inorganique aprés l'ajout des algues sauf au
pH 5.2 (figure 5.2). Cette baisse est suspecte (probablement due
a une erreur technique de l'appareil de mesure) puisque les valeurs
d'Al dissous et d'Al total dans ce méme milieu ne variaient pas
dans le temps. Pour sa part, le pH reste constant tout au long de
l'expérience. La spéciation de l'aluminiﬁm inorganique monomére
pour chacun des traitements a été déterminée par le programme

MINEQL et apparait au tableau 5.2.

Une représentation graphique de la spéciation de 1l'aluminium
dans le milieu d'exposition apparait a la figure 5.3; la spéciation
s'avére trés sensible a des changements de pH, surtout dans la
gamme de 4.8 a 5.7. A des valeurs de pH < 4.7 1'ion libre aA1*3
domine, alors que dans des solutions & pH > 5.7 c'est 1'ion Al(OH),

qui 1l'emporte.
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Figure 5.2:
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Tableau 5.2:

Spéciation de l'aluminium pour chacun des pH.
Al,,: Aluminium total nominal; Al;: aluminium total

mesuré au jour 4 ou 5;
cvi, @aluminium 1norgan1que monomére mesureé;
Al (OH)

mesure : Al
Al>, Al(oH)?,

déterminés par MINEQL a

Al,: alumlnlum dissous

partlr des concentratlons nominales.

pH My Al AL, Algy At At aom,’
4.3 0 0 0 0 0 0 0
.2 15 20 27 20 4 1
50 56 53 47 40 7 1
100 127 139 109 80 14 2
150 190 175 142 120 21 3
4.6 0 9 0 9 0 0 0
100 127 18 119 66 2 6
150 196 186 173 100 35 9
200 325 330 250 130 47 13
400 415 360 300 265 9% 25
4.8 0 o 0 0 0 ) 0
200 180 .- 175 107 60 25
400 380  --- 372 214 120 51
5.0 0 73 0 0 0 0 0
25 30 19 27 7 7 5
50 43 37 37 15 13 9
100 76 80 5 32 28 19
150 121 134 132 52 a7 32
5.2 0 0 0 0 0 0 0
100 73 70 02 % 30 32
5.5 0 0 0 0 0 0 0
8 1 11 10 0.5 1 0
15 21 17 9 1 2 0
25 25 25 31 3 8 17
35 37 36 39 3 8 17
6.0 0 0 0 0 0 0 0
8 8 8 9 0 0 2

' pH et [Al] a t=0,

avant l'ajout des algues.
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% relatif d alum

100

Figure 5.3:

Spéciation théorique de 1l'aluminium dans le
milieu d'exposition calculée par le programme

MINEQL. ([Al] = 8 ug-L’', 0.3 puM).
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Croissance de Chlorella pyrenoidosa

Les courbes de croissance de Chlorella pyrenoidosa pour
différents traitements d'aluminium et a différents pH sont
présentées a la figure 5.4. ILa comparaison entre l'allure générale
de la courbe de croissance de Chlorella pyrenoidosa dans un milieu
contenant de 1'aluminium par rapport a celle du milieu n'en
contenant pas renseigne qualitativement sur l'effet de 1l'aluminium
sur la croissance de 1l'algue test. L'aire sous la courbe de
croissance (A) constitue un paramétre de croissance intégrateur des
effets du traitement (Chapitre 3). Elle a été calculée pour chacun
des traitements et une analyse de variance suivie d'un test de
comparaison multiple ont été appliqués sur les donnees brutes pour
vérifier si les différences entre le témoin et les différents
traitements étaient significatives (a = 0.05). Une analyse en
composantes principales a montrée une variabilité significative
entre les témoins des 7 expériences, principalement due au
comportement des témoins de l'expérience & pH 4.8; c'est la raison
pour laquelle 1les résultats sont exprimés en pourcentage par

rapport au témoin (tableau 5.3).

264




pH 4.3

pH 4.6

= 406 < sa0°

T - 1 L1

i 4] eat™) L mlmg-; )

€ o—0O ¢ E 9.__. 100 i-.-;-;-..‘%
8 - -@ 25 = iy I L i) (R |
3 A A SO = A--—A B e 2l
° A--—A1C0 3 O---0 400 g—,,—:?_é-_ = t
S C---0150 ~ 2 EE:

® 2 37, AT

3 S : [z

b= = 2 ==

E 3 .

b P § LJ\/,,/’: -

= . T 2 g3’

[ e i g £ 57l

& oS Hi- T T : ! & 105 o ; ; = £ 4

o 1 2 3 4 £ 0 1 2 R
temps (jours) terros (jours)
pH 4.8 pH 3.0

- & | i T

i 167+ I T o .

. é/i 7 8- ---o o o6

B L 3 — | 5 10

K 7 e~ : - =

E o’} _-® 17 =

= . i : ©

2 & A I ¢ N2

S5 CRE: (Al (o™ 3

= B o -

E L1/ 27 0—0 o 3 ] L ‘e

= o E ! = LS

E ?‘Q |o* ®- -€200 N & w7 A

< - YR YRRVt © S

= i 2 = S

: ¢ o |

c 10~ ] L [ -}Gs "

0 1 2 3 4 5 0 } : 3 s (Jc”::_s\
temps {jours) emp urs)

Figure 5.4:

courbes de croissance de Chlorella pyrenoidosa

a différentes

concentrations

en aluminium

inorganique monomére et a différents pH.

265

in




Figure 5.4:
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5.2.3 Discussion

Les résultats analytiques ont montré que les concentrations en
Al monomére inorganique mesurées correspondaient assez bien aux
concentrations nominales. Dans tous les cas, les concentrations en
Al se situaient en deca des concentrations limites de solubilité.
De plus, il semble que le désign expérimental choisi, en ce qui a
trait a la densité cellulaire ainsi qu'aux contenants utilisés
(Teflon®), permettait de maintenir sensiblement constantes les
concentrations en Al tout au cours de l'expérience. De méme, les
tampons utilisés se sont avérés efficaces pour le maintien du pH.
Ainsi, 1l'évaluation des effets de l'aluminium sur la croissance de
Chlorella pyrenoidosa s'est déroulée sous des conditions constantes

et controdlées.

Au tableau 5.2, la spéciation de l'aluminium pour c