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RÉST'MÉ

- Le .sujet de la thèse porte sur la biodisponibi l i té de
lraluminium dans les eaux douces en relation avÀc les pluiàs
acides. 11 srinsère dans Ia problématique de la mobil iSation
géoctri4igue de certains rnétaux qui se proâuit en même tenps q";
lracidification des eaux de surface. 

- 
L€ but générar 

-de -ce

proçframme de recherche est de relier la spéciation de lraluminium
à sa biodisponibilité en utilisant une algrue unicellulaire
(chlorerla pyrenoidosa) en ni l ieu de culture aeiini.

Les objecti fs plus spécif iques sont:

1- - de vérif ier Ia capacité du rtmodèle d I ion libret, où 1a réponse
biologique à un métal (M) est fonction de la concentration ae irion
libre []1t*1, pour expliquer la bioaccumulation et la toxicité de
I raluminium;

2 de tester lraméIioration possible du modèler êD évaluant la
part des formes draruminium monomère inorganique, polymère et
organique à lro_r_igine de la toxicité, et en aloutânL 1è c6ncept de
cornpétition Hlal*s au niveau de 1a membranei

3 - drévaluer la capacité du modèIe revisé à prédire 1a biodis-
ponibilité de ltaluminium dans les eaux nature-lles, notamnent en
présence de matière organigue dissoute drorigine naturelre..:

Etant donné quren mil ieu acide, f inf luence du pH se joue sur
deux niveaux, soit ra spéciation du métal en sdtutiori et la
sensibi l i té biologrigue au niveau de 1a surface cellulaire, gg q";
ces deyx réponses à lracidification sont antagronistes et ont le
potent ie l  de s tannuler  l rune l raut rer  on a évalùé les ef fe ts  dupH
sur les interactions métaux-surface.algale selon trois approchelr

1- Par t i trage des algues, afin de quantif ier les l igands (L-)
disponibles à la surface cellulaire à différents pH et ainsi
mesurer 1r importance des interactions entre les io-ns H* et ra
sur face ce l lu la i re .

2- Par incubation des algiues à des pH variant de 7 à 5r êr présence
drun métal (ry) dont Ia spéciation ne change pas en fonctioï au pg,
ce qui a permis de vérifier que les ions H; aiminuaient ra prisd en
charge drun néta l .

3- Par des mesures de perméabilité membranaire, à des pH variant de
7 à f , .et en présence/absence de 1141, Çlui ont rnis eri evidence la
sensib i l i té  de la  barr i -ère mernbranai re à t tac id i f icat ion.

ces trois approches nous ont permis de conclure que ra
disponib i l i té  des s i tes ce l lu la i res âyant  1e potent ie l  de l iâr  1 'A1
di rn inuai t  à  bas pH,  mêrne s i  1e pn à lu i  seul  (pH z -  o- ->4 .3  )
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nraffectait pas signif icativement Ia
pvrenoidosa.

croissance de Chlorel la

Trois formes dralurninium ont été testées pour connaître leur

potentiel de toxicité.

1-) Lraluminiurn monomère inorganiçfue' pour vérifier si le

modète d,ion iffi;*it;;1--eàuviii exiriqùer res résurtats obtenus

dans un système sinple fe"à*pi àe tiganâs organiçfues ou de fornes

polynucléalres) .

2-l L'aluminium polymère, -Alrsoa.lo!.) *tl'. puisgue dans la

tittérature on peut trôuver des'- inâïéâtionè tàut à fait

contradictoires concernant- ra loxicité de cette forme métastable

vis-à-vis des producteurs liir,aires_. De plus, considérant Ia

possibi l i té â"'=. présencà dans des mil ieux en récupération

(augmentation au PIl après ."iairi"ation naturelle ou artificielle) '

i1 nous sernblait inrportani-à" connaître le potentiel toxique de

cette forme.

3 - ) L I a l u m i n i u m o r g a n i g u e , . } I - a c i d e f u l v i q u e , p u i s q u e m ê m e s i
les effets quatitat i fs â" i i  *àt iat" organiqueèur.1a toxicité des

métaux sont assez bien connus' rares sont tês expériences où on a

vérif ié guantitat ivement si 1â rnodèle de lr ion t iUre s'appliquait

en présence aà la matière organigue naturelle'
.:

P o u r m e s u r e r l a s é v é r i t é d e l a r é p o n s e r é s u l t a n t d e
I 'exposition à 1 | 41, on 

- 
a pro_duit - des graphiques mettant en

relation la concentration ae irAl et la rép-onse obs-ervée' soit le

z de croissance par rapport au témoin. De cette façon, on a pu

observer un effet de gamme important, mais qui variait aussi avec

le pH.

Àinsi, oD a pu démontrer une toxicité signif icative, surtout

à Ia concentration en aluminium monomère inorganique maximale' pour

chacun des pH testés. De plus, pour une concentration donnée de

I, ion l ibre, 'otîî ,"L-Jt" l lxicité âugmentait avec le pH' La droite

résurtante ae 
-ia 

fo-gr""=ion linéairJau pourcentage dtinhibition de

croissance en fonction de la concéntration en AI monornère

inorganiqo" à".r"nait ae prus en plus plane à faible pH, ce qui nous

suggère gu, il y avait. "o*Ëtii1â" i"-"iq"e entre les cations Al et

H * . L a m ê m e r e l a t i o n a é t é o b s e r v é e p o u r l e s t e s t s a v e c
lraluminium polyrrnère, ators que cetge-dernièfe forme a toujours été

considérée, jusqurà tout récdmment (1990), cgmg étant non toxique'

plus surprenant encore furent 1es ièsultats des effets de

Iralumj-nium organique sur la croissance de chlorel la pyrenpidosa en

p r é s e n c e a , a l - u n i n . i u n m o n o m è r e i n o r g a n i q u e . - . - : ' ' e f f e t l e s
di f férentes expér iences por tant  sur  1 'é f fe t  d 'e  I 'A l  organique (en

présence d,une 'concentràt ion constante dtAl  inorganique)  sur  Ia

i i i



croissance de Ch]orel la pyrenoidosa ont montré un effet inhibj-teur
des ef fets d.r= à Af i.,e..s"niqr" mena_nt 3 une améIioration de l-a
croissance qui ne pouvâiË- être expliquée en termes conventionnels
(complexat j -on de l tÀ1 en so lut ion et  ba isse de Ia  [À13*]  )  .

Nous avons observé que la toxicité de ltaluminium due aux
formes monomères et polyrnères était supéri-eure aux pH plus éIevés.
Nous avons associé cette toxicité accrue à une augmentation de la
perméabilité membranaire à pH plus éIevé et à une compétition rnoins
intense entre les cations H* et I  f  À1 (oH1^<s-nr* pour les sites
accepteurs présents à 1a surface celIulaire. 

" 
Nous avons évalué si

la toxicité de lraluminium pouvait être expliquée en part ie ou en
total i té par sa prise en charge, par son f lux cel lulaire, par son
effet sur la perméabil i té membranaire, par ses interactions
possi-bIes avec les réserves en phosphore j-ntracellulaire et par ses
ef fets indirects sur l-a divisi-on cellulaire (surface et volume
cel lu la i re)  .

L t in f luence des ions hydrogène se fa isa i t  sent i r  à  tous les
nj-veaux étudiés. Cependant, après avoir tenu compte de lreffet du
pH sur la concentration en [41*']  disponible et sur 1es ] igands
cel lu la i res t l , - l  l ibres,  or  observe tou jours un ef fe t  rés iduel  du
pH, de quoi soupçonner Ia sous-évaluation des effets du pH sur
f intégrité et le métabolisme membranaire. De fait,  contrairement
à  ce  que  l a iFse ra i t  suppose r  l e  modè le  d t i on  l i b re ,  l r éva lua t i on
seule de [A1* ' ]  e t  de [L- ] , ih""  Dê suf f i t  pas a expl i -quer  1a tendance
observée.  Des mécanismeÉ-âiJ  tox ic i té  d i f férents  sont  suggérés pour
les t ro is  for rnes d 'a lumi-n ium testées.

Les conclusions suivantes découlent de cette recherche:

1)  Le pH est  le  paramètre pr imord ia l  à  considérer  lorsquron
évalue 1a tox ic i té  de 1 ,  a lumin ium. Ai_ns i  ,  p lus le  pH est
é l -evé (pH 4.  o
des concentrations retrouvées en mil i_eu naturel.

2)  La concentrat ion en A1*3 nécessai re à inh iber  3o? la  cro issance
de ChloreJ la pvrenoidosa peut  s 'expr imer de Ia  façon su ivante:
- 1 o g  [ A I * ' ]  :  I . 7 7  p H  -  9 . 0 9

Le quota ce l lu l -a i re  provoquant  (ou résul tant  de)  t ' inh ib i t ion
de croissance de 3 O? est de l- '  ordre de 20 pcmol . m-2 d. I  A1 ,
expr imé par  rappor t  à  la  sur face a lgaIe.

Lra lumin ium polymère a une tox ic i té  addi t ive sur  I 'arumin ium
monomère inorganique de 1 'ordre de 5oâ de cef le  de l - 'a lumin ium
monomère.

5 )  E n  p r é s e n c e  d t a c i d e  f u l v i q u e  e t  p o u r  u n e  m ê m e  I a l 3 * ] ,  l a' tox ic i te  
es t  d iminuée.  Cet te  observa t i -on  cons t i tue  un  échec

majeur  du  modè le  de  f  ion  l ib re  e t  remet  en  cause son
a p p l i c a b i l i t é  d a n s  l e  m i l i e u  n a t u r e l .

? \

4 )

i v





REMERCIEI{ENTS

nÉsul'tÉ

TABLE DES I{ÀTTÈNNS

LISTE DES TABI,EAT'X

LISTE DES FIGI'RES

CHAPÏTRE ]-:

CHÀPfTRE 2z

CHAPITRE 3:

CHAPITRE 4:

CHÀPITRE 5:

CHÀPITRE 6:

TABLE DES MATIERES

INTRODUCTION

uÉTHoDOT,O€IE GÉNÉRALE

EIfUDE DES EFFETS DU PH SUR IÀ

CROTSSANCE DE CHI,ORELIÀ PYRENOIDOSA

EFFETS DU pH SUR LES ïNTERACTIONS

I,IÉTAUX-SURFACE ÀIÆÀLE

TOXICITÉ DE L'ALUMINIUM EN RELATION

AVEC SA SPÉCIATION

BIODISPONIBILTÎÉ DE L'ALTJMINTUM

POUR CHLORELIÀ PYRENOÏDOSÀ EN

REIÀTION ÀVEC LE PH

Page

a

l _ I

v

xl-v

xvl-l l_

l_05

1 8 5

249

323

4 2 9

7 4

CHAPITRE 7: SYNTHÈSE ET CONCLUSION



CHAPITRE ]-: INTRODUCTION ET PROBLÉMATIQUE

Page

l-.1- Introduction générale et objectifs 3

L.2 Problénat ique spéci f ique. . .  6

L.2.J. Interaction l t lz*/organisrne: rrmodèle dr ion l ibrerr. .  .  .  6

L.2.2 Interaction H*/1,12*/orqanisme LL

L.2.2.L Pr ise en charge des métaux vs pH L6

I .2 .2 .2  Tox i c i t é  des  mé taux  vs  pH . .  2L

1 .3  É ta t  des  conna issances . . .  '  22

L .3 .1 -  Géoch im ie  de  l ra lum in ium. .  23

L .3 .2  Tox i c i t é  de  1 r  a lum in ium.  .  29

1.3.2.L Revue des effets toxiques attr ibués

à ltaluminiurn chez les plantes. . 30

L.3.2.2 Facteurs in f luençant  la  tox ic i té

d e  l r a l u m i n i u m . .  -  3 7

L.4 Concept et démarctre expérimentale...

1.4.1- Le modèle dr j-on l ibre et son application au cas

de  1 ta lum in ium. .

I .4 .2 Examen déta i l lé  e t  approfondi  des cas drexcept ion

apparents (algues)

l - . 5  R é f é r e n c e s . . . . . .

4 8

4 8

5 2

6 1

V I



CHAPTTRE 2 : I,IÉTHODOTPGIE GÉNÉRÀLE

2.L Approche générale. .  .  .  .

Page

7 6

2 .L .L  Spéc ia t i on  de  l t a lun in ium.  76

2.1.2 Biodisponib i l i té  de l - ra lumin ium- 77

2 . 2  A n a l y s e s  - . - ; - - - -  7 9

2.2.L Généra l i tés analYt igues 79

2.2.2 Spéciat ion de l ra lumin ium. 81

2.2.3 Ànalyse de l ra lumin iun et  du manganèse 84

2 .2 .4  D iges t i on  des  a lgues  90

2.2.5 Analyse du phosPhore 9l-

2.2.6 Analyse du carbone orçtanique dissous 93

2 . 3 organisme et condit ions de croissance..

":

M i l i eu  d texpos i t i on  pou r  (AAP-P- f ' f I ,  t ampon  o .01  l ' 1 ) . . . . . .

9 4

9 62 . 4

2 . 5

2 . 6

Protocole expérimeirtal 97

2.5.L Mesure de la  cro issance .  97

2.5.2 Mesure de la prise en charge des métaux. 99

Références. .  LO2

v 1 a



CHAPÏTRE 3: EFFET DU PH

PYRENOIDOSÀ

CROISSANCE CHI,ORELÏ,4

3.L In t roduct ion

Page

l"o8

3.2 Matériel et méthodes. LL2

3.2.L Condi t ions de cro issance-  -  tL2

3.2.2 Condit ions expérirnentales- . .  Ll-4

3.2.3 Protocole expérimental l-L6

3.3 Mise au point  du rn i l ieu drexposi t ion. .  l -1-8

3.3. L Uti l isation de tampons biologigues. . l- l-8
'  

3  -3 .2 Discuss ion"  L28

3.4 SéIection du paramètre de croissance-- l-3O

3 . 4 . 1  B i o m a s s e  f i n a l e  ( c e l l u l e s ' m l - 1 )  - . . .  '  l - 3 4

3 .4 .2  Taux  de  c ro i ssance  moyen  (p -moyen) . . . .  l - 38

3.4.3 Taux de crolésance raaximal (p-rnax) '  l -39

3 .4 .4  A i - re  sous  Ia  cou rbe  de  c ro i ssance  (A ) . .  '  l - 41

3 .4 .5  super f i c i e  (n ' )  e t  vo lume ce l l u la i re  (m ' ) '  L43

3 . 4 . 6  C o n c l u s i o n . .  L 4 7

3.5 Ef fe t  du pH sur  la  cro issance de Chlore l la  pyrenoidosa- .  l -48

3 . 6  R é f é r e n c e s . . 1 5 0

vl_ l_ l-



Page

ÀNNEXE 3.À:Mise au point du mi l ieu expérimental  l -54

À.À Mil ieu ÀAP; pH 5 (NaoAc) t pH 6 ( l ' IEs) ; pH 7
( P T P E S )  ( O . O L M )  r . . . .  -  1 5 7

À . 8  M i l i e u  À A P - T - M T ;  p H  5 ,  5 . 5 ,  6 '  7 r . .  -  1 6 0

À.C Mi l ieu AÀP-P-MI;  pH 5 (NaOAc);  pH 5.5,  6  (MES);
p H  7  ( P I P E S )  ( o . o o 1 l q ) t . . . .  l - 6 3

A.D Mi l ieu ÀAP-P-MT; pH 5 (NaOAc);  pH 5.5,  6  (MES);
p H  7  ( P I P a S )  ( o . o l - M ) ; . . . .  -  l - 6 s

A .E  M i l i eu  AAP-P-MT;  pH  5 ,  5 .5 '  6  ( l {ES) ;
ç , H 7  ( P I P E S )  ( o . o l - M ) ; . . . .  l - 6 e

A .F  M i l i eu  AAP-P-MTI  pH  4 ,  4 .5  (MES,  NaOAc) ;  pH  5 '
5 . 5 ,  6  ( M E s )  ;  p H  ( P I P E S )  ;  ( o . o l -  M )  ; . . . .  l ] - � 7 L

A.G Mi l ieu AÀP-P-I , f l I ;  pH 5,  5 .5,  6  (MES);  pH 7 (PIPES;
H E P E S ) ;  ( o . 0 1 - M ) ; . . . .  -  L 7 4

A.H  M i l i eu  AÀP-P . l i I  i  pH  4 ,  4 .5  (uES,  DMGA) ;  (o .o l -  M)  ; . .  L77

À . I  l " l i l i e u  A A P - P - T M , '  p H  4 ,  4 . 5  ( D M G A ) ;  ( O . O l -  M )  i . . . . . . .  l - 8 0

Références. .

ax



CHÀPITRE 4: EFFETS DU pH SUR LES INTERÀCTIONS MÉTAUX/SURFACE ÀLGALE

Page

4.L Introduct ion l -87

4.2 T i t rage des a lgues. .  .  L92

4.2.L In t roduct ion 492

4.2.2 Matér ie l  e t  méthodes.  L96

4 . 2 . 3  R é s u l t a t s . . .  t _ 9 9

4 . 2 . 4  D i s c u s s i o n . .  2 L L

4.3 Ef fe t  du pH sur  l radsorpt ion du Mn. .  2L9

i  4 .3.1-  In t roduct ion 2L9

4.3.2 Matér ie l  e t  méthodes.  22O

4 . 3 . 3  R é s u l t a t s . . .  j . .  2 2 5

4 . 3 . 4  D i s c u s s i o n . .  2 2 9

4.4 Effet du pH sur Ia perméabil i té membranaire 236

4.4.L In t roduct ion 236

4.4 .2  Matér i -e l  e t  méthodes.  239

4 . 4 . 3  R é s u l t a t s .  2 4 O

4 . 4 . 4  D i s c u s s i o n  2 4 3

4 . 5  C o n c l u s i o n . .  2 4 4

4 . 6  R é f é r e n c e s . .  2 4 6



CHAPITRE 5: TOXICITE DE LIALI,MINIUU EN REIÀTION AVEC SÀ SPECIATION

Page

5.l_ rntroduction. 251

5.2 Toxicité de lraluminium monomère 257

5.2.L l tatérie1 et rnéthodes 257

5 . 2 . 2  R é s u l t a t s . . .  2 5 9

5 .2 .3  D iscuss ion  268

5:3 Toxicité de lraluminium pollnnère. 283

5.3.1-  Matér ie l  e t  méthodes 285

5 . 3 . 2  R é s u l t a t s . . . ; 1 . . . .  2 8 7

5 . 3 . 3  D i s c u s s i o n . .  2 9 I

5.4 Toxic i té  de l ra lumin ium organique 299

5.4.1 Matér ie l  e t  méthodes 3O2

5 . 4 . 2  R é s u l t a t s . . .  3 0 5

5 . 4 . 3  D i s c u s s i o n  3 l - 3

5 . 5  C o n c l u s i o n . .  3 L 7

5 . 6  R é f é r e n c e s .  .  3 1 9

x 1



CHAPITRE 6: BIOACC{JII{UIÀTION DE LIÀIJTJUINIT'M PÀR CHI.ORELIÀ

PYRENOIDOSÀ EN REI,ATION AVEC LE PH

Page

6.L In t roduct ion.  325

6 . 2  P r i s e

6 . 2 . L
6 . 2 . 2
6 . 2 . 3

6 . 2 . 4

en charge de lraluminium. 325

Introduction 325
Matériel et méthodes. 330
Résultats et discussion.. 332

6 . 2 . 3 . L  À I  m o n o m è r e .  . . . . .  3 3 9
6 . 2 . 3 . 2  A I  p o I 1 m è r e .  . . . . . 3 5 9
6 . 2 . 3 . 3  A l  o r g a n i g u e  . . . . . 3 6 3
6 . 2 . 3 . 4  M e s u r e  d u  f l u x  c e l l u l a i r e . .  . . . . .  3 6 9

Discussion généra1e. 377

6.3 Relat ion entre l rA] j  i .n t racel lu la i re  et  Ie  P ce l lu la i re . .  388

6.3.  1-  In t roduct ion 388
6 .3 .2  Ma té r ie l  e t  mé thodes .  389
6 . 3 . 3  R é s u 1 t a t s . . . . . .
6 . 3 . 4  D i s c u s s i o n .  .  4 0 0

6.4 Effet de lrAI sur la pennéabil i té membranaire . 4O5

6 .4 .L  In t roduc t i on  405
6 .4 .2  Ma té r ie l  e t  mé thodes .  406
6 . 4 . 3  R é s u l t a t s .  4 0 8
6 . 4 . 4  D i - s c u s s i o n . .  4 L 3

6 .5  Ré fé rences . .  4 ] -6

Annexe B.l- Extraction de lraluminium adsorbé sur une algue
(Chlore lJa pyrenoidosa)  par  EDTA ( l -O-5 M) se lon
Ie pH de Ia solution extractante. 422

Annexe 8.2 Evaluation du temps de contact optimal de I 'EDTA
avec Ies a lgues pour  désorber  tout  À1. .  .  427

x ] -1



CHAPITRE 7 : SYNTHÈSE AT CONCLUSION

Page

7.L Biodisponib i l i té  de l ra lumin ium en mi l ieu ac ide 43L

Ef fets  b io log igues. .  .  431

7.3 Disponib i l i té  436

7.4 Modél isat ion 446

7 . 5  C o n c ] u s i o n . .  4 4 8

:
7 . 6  R é f é r e n c e s . .  4 4 9

x11. r





LISTE DES TABLEAUX

page

l-.L Résumé des effets bio-physiologiques de lraluminium
ch.ez 1es p lantes et  les a lgrues . . . . .  36

L.2 Constantes dtéquilibre utilisées pour déterminer
lractivité des espèces draluminium (Tiré de Kinraide
et Parker, L989) 4L

L.3 Références et données extrrérimentales drétudes récentes
s u r  l a  t o x i c i t é  d e  A I  . . . . .  . . . . .  4 5

L.4 Toxicité relative associée à différentes formes
dra lumin ium. 50

l-.5 Effet de ltaluminium en présence ou non de différents
ligands sur Ie taux de croissance de Chlorella
pyrenoidosa dans une eau synthétique dure, à pH 5.2
et contenant l-.1 pM draluminiun total (tiré et

i  a d a p t é  d e  H e 1 l i w e l l  e t  â 1 . ,  l - 9 8 3 ) . . . .  . . . . . 5 4

2.L Résumé des rnéthodes analytigues employées
dans les laboratoires de IrINRS-eau (Tiré de
Campbell et al.  ,  1æ9) 8 0

2.2 Composit ion du mil ieu AAP (Algal Assay Procedure)
nodif ié ( inspiré de Chiaudani et de Vighi ,  L979,
e t  d e  P a y n e  e t  H a 1 ] ,  L 9 7 B ) . . . .

3.1- Taux de croissance maximal (division- j-1), rnoyen et
écart type pour Chlorella pvrenoidosa (ÀAP: milieu de
culture; AÀP-P-MT: mil ieu dtexposit ion ne
contenant ni phosphore ni métaux; PIPES, NaOAc,
MES, HEPES, DMGA: voir leur nom dans le texte,
sect ion 3.2.2)  (e f fect i f  (n)  appara i t  en exposant)

9 4

l-l_9

3.2 Evolution du pH dans un milieu synthétique avec tampon
(10-2 M),  sur  une pér iode d ' incubàt ion aà z  jours L26

3 . 3 Valeurs moyennes de biomasse f inale de Chlorel la
pyrenoidosa dans des milieux de pH différents.
(n:  nombre dressais)  .  l -34

3.4 Valeurs moyennes des taux de croissance moyens de
Chlorel la pyrenoidosa dans des rni l ieux de pH
di f férents  (n:  nombre dtessais)  l -38

X I V



LISTE DES TABLEAUX

3.5 Valeurs moyennes des taux maximum de croissance de
Chlorella pvrenoidosa dans des milieux de pH
différents (n: nombre dressais)

3.6 Valeurs moyennes des aires sous }a courbe de
croissance de Chlorella nyrenoidosa Pour une
période de 4 jours dans des rnilieux de pH
différents (n: nombre dtessais)

3.7 Volume cellulaire moyen (prn') de Chlorella pyrenoidosa
à différents pH au cours de différentes expériences
( v o i r  a n n e x e  A )  . .  .  . .  . .  .  .  .  .  .

tampon
j o u r s . . .

tampon
j o u r s . . .

Page

L 4 L

L 4 3

L47

L76

L79

A.B Evolution
après une

À.D Evolution
(  Lo-z M) ,

du pH dans un milieu synthétigue sans tampon,
période drincubation de 5 jours l-61

du pH dans un milieu synthétique avec tampon
pendant une période drincubation de 4 jours-.- 1-67

A.F Evolution du pH dans un milieu synthétigue avec tarnpon,
sur une période drincubation de 8 jours L72

A.c Evolution du pH darrs un milieu synthétigue avec
(10-2 l t),  pendânt urie période drincubation de 7

A.H Evolution du pH dans un milieu synthétigue avec
(l-o-2 u), pendànt une période drincubation de I

4.L Résultats obtenus pour le t i trage rren lotrr de
Ch lo re l l a  pv reno idosa  rooo j  2O2

4.2 Titrage de cellules mortes de Chlorel la pyrenoidosa:
ions H* 1iés et l ibres.
(essa i  l - :  7 .  Lo6  ce l l u les 'm I , -1 )  . . . .  2o4

4.3 Titrage de cellules rnortes de Chlorel la pyrenoidosa:
ions H* l iés et l ibres-
( e s s a i  2 z  7 ' L 0 6  c e l l u l e s ' m l , - 1 )  . . . .  2 0 5

4.4 Titrage de cellules vivantes de Chlorel la pyrenoidosa
à la noirceur: ions H* I iés et l ibres.
( l - . 1 - 3 ' l - 0 6  c e l l u l e s ' m l - 1 ) . . . .  2 o 8

4.5 Bilan des expériences de t i trage de Chlorel la
pyrenoidosa 212



LISTE DES TABLEAUX

page

4.6 Tableau conparatif des expériences visant à évaluer
la capacité de liaison des ions hydrogène par les
organisrnes unicel1u1aires...  2L6

4.7 Bioaccumulation du Mn
en fonction du pH (4 h

par Chlorella pyrenoidosa

5.1 Gamme de concentrations

dfexposi t ion)  226

en Al monomère testées... 258

5.2 Spéciation de lraluminiun pour chacun des pH. À1r-*:,
Àluminiun total nominalt A1î: aluniniun total mesuré
au jour 4 gu 5; À10: aluminiun dissous mesuréi 41.,,:
aluirinium r-norganr-que monomère mesuréi À13*, Àt (oHiz*,
AI(OH)"*, déterminés par IIIINEQL à partir des concen-
t rat io i rs  nominales. . .  262

5.3 Pourcentage de lraire sous la courbe du témoin pour
chacune des expériences. Les valeurs soulignées

t signifient qurelles sont significativement différentes
entre elles et par rapport aux autres valeurs non
soul ignées (a=O.OS),  e t  ce,  pour  un même pH. .  .  267

5.4 Condit ions expérimqrrtales pour vérif ier les effets de
ÀI polymère sur la croissance de Chlorel la pvrenoidosa.
Les valeurs soulignées indiquent la concentration
maximale en AI rnonomère pour chacun des pH tandis gue
les valeurs entre parenthèse signifient 1es valeurs
nominales en Al  po lymère. . .  286

5.5 Concentrations moyennes mesurées en aluminium pour
chacun des pH. za9

5.6 Concentration en alurninium dans les dif férents mil i-eux
d rexpos i t i on  à  pH  5 .o .  A l r :  A I  t o ta l i  A1o :
A1 dissous; _ AI.y: AI m_onomère; Al.u*: AI . monomère
organique; AI.u-AI.u*: AI monomère inorganique. . 306

5.7 Essais  pré l iminai res évolut ion de Al  en so lut ion
( t tg .L-1)  en présence ou pas drac ide fu lv igue (20 rng 'L-1) .
Àc.  fu lv . :  ac ide fu lv ique;  11r :  A l_- to ta l ;  .AID:  Al
dissous; AI^..:  ÀI monomère; AlcvR: Al monomère organique;
41, :  a l  rnonôioar"  inorganique.  . . .  307

5.8 Concentrations init iales en aluminium inorganigue
(Al.u-..r ')  et organique (Alcvr) qgtt Ia deuxième série
expér imenta le.  (N:  nominal - ;  M:  mesuré)  308

xvl-



LISTE DES TÀBLEÀUX

Page

6.1-  Relat ions entre b iod isponib i l i té  et  b ioaccumulat ion. . . . .  327

6.2 Bioaccumulation de Al par Ch1orel1a pvrenoidosa après
4 jours de contact avec une solution contenant de
lraluminium dissous à différents pH.
( tAlltotal:bioaccumulation totale de A1;
[A1]ceI I . :  a lumin ium non ext ract ib le  à I rEDTÀ;
ia t j aas . :  [A l ] t o ta l - tA l l ce l l . ;  t  :  Pou rce1 tage  q '41
àasôrUer *; inhibition de croissance significative
p a r  r a p p o r t  a u  t é m o i n ) . . . . . . .  3 3 4

6.3 Mesure du flux cellulaire de A1*3 pour Chlorella
pyrenoidosa et calcul du flux théorique maximal pour
; F 5 . . . - 370

6.4 Mesure du taux maximal de division cellulaire, du
volume cellulaire moyen, de la densité cellulaire
et du phosphore cellulaire à la phase stationnaire

r de croissance pour Chlorella pvrenoidosa . 39L

7.L2 Relations entre biodisponibi l i té et bioaccumulation -

In f l uence  de  changemen ts  de  pH . . . . . .  438

xvl-l-



LTSTE DES FÏGURES

1.1- Courbes typiques de prise en charge
par Chlamvdomonas variabi l is (t irée

Page

manganèse
Schenck

la technique uti l isée pour
adsorbé du méta l  ce l lu la i re .  l -01

t_t_3

du
de

e t  a l . ,  1 9 8 8 )

L.2 Concentrat ion ce l lu la i re  en manganèse (À)  et
concentration de manganèse adsorbé (B) en fonction
du temps ( t i rée de Schenck et  â1. ,  1988) .  S lmbo1es:
O : p H 5 i  p : p H 7

1.3 (a) Représentation schématique de lraquo-ion
dra lumin ium A1(Hro)^&;  (b)  Réprésentat ion
schénatigue du dirodre Alr(oH)2 (Hzo)sa*
(T i rée  Dr i sco l l  e t  Schecher ,  1s88 ) . . .

l - .4  Dis t r ibut ion de l ract iv i té  de d i f férentes espèces drAl
en fonction du pH et produites selon trois séries de
constantes dréqui l ibre:  L-  L indsay (L979) ;
N-Nordst rom et  May (1988) ;  P-  Parks ( t972)  (T i ré  de

i  K i n r a i d e  e t  P a r k e r ,  1 9 8 9 ) . . . .

1 .5 Courbes de d is t r ibut ion drespèces dta lumin ium selon
l e  p H  ( t i r é e  d e  H e l l i w e l l  e t  a 1 . ,  1 , 9 8 3 ) . . .

. ,
1.6 Courbes représentanÉ Ia concentration d'aluminium

1abi1e pouvant'dirninuer Ie taux de croissance de
Chlorel la pyrenoidosa de SQeo, en fonction du pH
( t i r é e  d e  H e t l i w e l l .  e t  a 1 . ,  1 9 8 3 ) . . . .

2.L Schéna analyt ique pour déterminer Ia spéciation d.e
1 'a lumin iurn (vo i r  Rogeberg et  Henr iksen,  1985) .
(aa: spectrophotométrie drabsorption atomique au
four  de graphi te) .

2 .2 Diagramme présentant
d is t inquer  le  méta l

T i ré de Carnpbel l  e t  a1.  (1989)

3.1 Courbe de cro issance typ ique
dans un mi l j -eu AÀP, aéré et

de Chlore l la  pvrenoidosa
agi té

3.2 Courbes de cro issance de Chlore l la  pvrenoi -dosa
selon d i f férents  t ra i tements.
A : Milieu ÀÂP tamponné avec divers tampons à 0.01 M

( p H  5 ,  6  e t  7 ) ;  t a m p o n s :  N a O A c ;  M E S ;  P I P E S .
Mil ieu ÀAP-P-MT non tamponné.
Mil j-eu AÀP-P-MT tamponné avec divers tampons à
O . O 1  M  ( p H  5 ,  5 . 5 ,  6  e t  7 ) ;  t a m p o n s :  N a O À c ;  M E S ;
P I P E S  l . 2 7

19

2 0

2 7

4 2

5 5

5 7

8 3

p .

C :

x v l r l



3 . 2  ( s u i t e )

D :

3 . 2  ( S u i t e )
selon
G :

E :

F :

LISTE DES FIGURES
Page

Courbes de croissance de Chlorella pyrenoidosa
selon différents traitements.
Milieu AÀP-P-I{T tanponné avec divers tampons à
O.O1 ! {  (pH 5,  5 .5,  6  et  7 l  i  tampons:  NaOAc;  l i tEs;
PIPES.
Milieu AÀP-P-I.[I tamponné avec divers tampons à
O.O1M (5 ,  5 .5 ,  6 ,e t  - l l ;  t ampons  t  l l IES ,  P IPES.
Milieu AAP-P-I{T tamponné avec divers tampons à
O . O l -  M  ( p H  4 ,  4 . 5 ,  5 ,  5 . 5 ,  6  e t  7 ) ;  t a m p o n s :
NaOAc; }îES; PIPES L2T

Courbes de croissance de Chlorella pyrenoidosa
dif férents traitements .
Milieu AAP-P-MT tamponné avec divers tampons à
0.0L (pH 5,  5 .5,  6  et  7 l  i  tanpons:  l t tES,  PIPES.
Milieu AAP-P-UT tamponné avec divers tampons
O.Ol- l [  (4 ,  4 .5) ;  tanpons t  ] [ES'  Dl f lGA.
Milieu AAP-P-I{I tamponné avec divers tarnpons
O.O l -  l {  ( pH  4 ,  4 .5 ) ;  t ampon :  DMGA.  L22

H :

I :

3.3 A. Evolution du taux maximum de croissance de
Chlorella pyrenoidosa à différents pH (moyenne
de 3 échanti l lons e.t écart type). Les mil ieux
sont tamponnés par des tampons à une
concentrat ion de o.Ol-  U.  pH 4,  5 ,  5 .5 et
6 : MES; pH 4.5: DIIIGA; pH 7 : HEPES
(voir 1e tableau 3..1, les traitements
1 1 ,  L 2  e t  1 3 ) .
B. Variat ion du pH après quatre jours d' incubation
pour  ces  nêmes mi l ieux . . . . L25

3.4 Variation de 1a biomasse f inale de Chlorel la
pyrenoidosa en fonction du pH (voir courbes de
c ro i ssance  de  1a  f i gu re  3 .2 .F ) . .  1 ' 37

3.5 Variation du volume cellulaire selon différentes
périodes de croissance de Chlorel la pyrenoidosa:

La distr ibution relative des cellules en fonction
du 1og du volurne cellulaire pour des cellules à
différents pH L45

À.À Courbes de croissance de Chlorel1a pvrenoidosa dans
un mitieu AAP à différents pH tamponné avec NaOÀc
(pH s ) ,  MES (pH 6 )  e t  P IPES (pH 7 )  o .o l ,M .  No tons
que le mil ieu rrAAPrt ne contient pas de tampon.. .  158

xl_x



LISTE DES FIGURES
page

A.B Courbes de croissance de Chlorella nvrenoidosa
dans un milieu AAP ne contenant ni phosphore, Di
métaux, ni tampons (Noter que Ie PH srest
a v é r é  t r è s  v a r i a b l e ) . . .  . . . . .  . . . . . . . .  L 6 2

À.c Courbes de croissance de Chlorella pvrenoidosa
dans un milieu AÀP-P-MI à différents pH tamponné
avec NaOAc (pH 5) ,  UES (pH 5.5,  pH 6)  et
P IPES (pH 7 )  o .ooL  u  L64

À.D Courbes de croissance de Chlorella pvrenoidosa
dans un milieu ÀAP-P-lff à différents pH tanponné
avec NaOÀc (pH 5), l{ES (pH 5.5, PH 6) et PIPES
(pH 7 )  o .  o l -M .  L66

À.8 Courbes de croissance de Chlorel la pyrenoidosa
dans un milieu AAP-P-MT à différents pH tamponné
a v e c  M E S  ( p H  s ,  5 . 5 ,  6 )  e t  P I P E S  ( p H  7 )  0 . 0 L  U . . .  1 7 o

À.F Courbes de croissance de Chlorella pvrenoidosa
dans un milieu ÀAP-P-MT à différents pH tamponné
avec de l racétate de sodium (pH 4,  4 .5) ,  I ' IES
( p H  4 ,  4 . 5 t  5 ,  5 . 5 ,  p H  6 )  e t  P I P E S  ( P H  7 )
o . o r -  M . . .  . . . .  t .  .  L 7 3

À.G Courbes de croissance de Chlorel la pyrenoidosa
dans un rnilieu AAP-P-M[ à différents pH tamponné
avec l , lEs (pH 5,  5 ,5,  pH 6) ,  PIPES (pH 7)  et
HEPES (pH 7)  o.CI l -M.  L75

A.H Courbes de croissance de Chlorel la pvrenoidosa
dans un milieu AÀP-P-MT à différents pH tamponné
a v e c  M E S  ( p H  4 , 4 . 5 )  e t  D M G À  ( p H  4 ,  4 . 5 )  0 . 0 1 -  M . . .  .  1 - 7 8

A.I Courbes de croissance de Chlore1la pyrenoidosa
dans un milieu ÀAP-P-MT à différents pH tamponné
avec  DMGA (pH 4 ,  4 .5 )  O .O l -  M  l -81 -

4.1- Evolution du pH des échanti l lons avec algues
(Chlorel la pvrenoidosa) vs 1es échanti l lons sans
algues (Ies algues ont été tuées au préalable).
Chaque point correspond à la moyenne de 3 essais
avec son._ écart type l-99

4.2 Rel -at ion €ntre L/ lHL)  et  ! / lH*)  pour  1 'expér ience
de t i trage en lot de Chlore11a pvrenoidosa et du
rn i l ieu d 'exposi t ion (où les a lgues avaient  é té
tuées au préalable) .  Chaque point  correspond à
la moyenne de 3 essais avec son écart type 2oo

xx



LTSTE DES FIGURES
Page

4.3 Relation entre |HL)/I 'T et le pH pour lrexpérience
de titrage en lot de êhlorella pvrenoidosa et
du nilierl a'exposition totr res âlguæ-avaient été
t u é e s  a u  p r é a l a b l e )  . . . . . . . . . . . .  2 O L

4.4 Relation entre tHLl/\ et la concentrati-on en i-ons
H* pour ltexpérience de titrage en lot de Chlorella
pyrenoidosa et du milieu drexposition (où les algues
avaient été tuées au préalable).. 2ol-

4.5 Relation entre L/IHL) et L/ût| pour lrexpérience de
titrage à la burette de Chlorella pvrenoidosa et du
mil ieu drexposit ion (où les algues avaient été tuées
au préalable) 206

4.6 Relation entre LHLl/I+ et le pH pour lrexpérience
de titrage de Chlorella pvrenoidosa et du milieu
dtexposition (où les algues avaient été tuées au

. préalable) . 2o7

4.7 Relation entre IHLJ/T+ et Ia concentration en
ions H* pour Itextrlériénce de titrage de Chlorella
pyrenoidosa et du rgi l ieu drexposit ion (ou les
algues avaient été tuées au préalable).. .  247

4.8 Relation entre L/tHLj et L/tH*l pour lrexpérience
de t i trage à la burette'de Chlorel la pyrenoidosa et
du mi l ieu drexposi t ion (or)  les a lgues sont  v ivantes) . . . .  2o9

4.9 Relation entre tHL)/\ et le pH pour lrexpérience de
titrage de Chlorel1a byrenoidosa et du milieu
d 'exposi t ion (ou les a lgrues sont  v ivantes) . . . .  2LO

4.10 Relation entre LHLI/I+ et la concentration en ions
H* pour lrexpérience t ie t i trage de Chlorel la
pyrenoidosa et du mil ieu drexposit ion (où 1es algues
s o n t  v i v a n t e s ) . . . .  2 L O

A.IL Prise en charge totale de Mn sur une période de 4 h par
Chlorel la pyrenoidosa à pH 5.5 et 7.O. La concentration
in i t ia le  en Mn d issous du rn i l ieu éta i t  de L.8 1tYI . .  .  226

4.L2 Prise en charqe cellulaire de Mn pendant une période
de 4 h par  Chlore l la  ovrenoidosa à pH 5.5 et  7 .o.
La concentration init iale en Mn dissous du rni l ieu
éta i t  de 1.8 r r l r { . .  228

xxt-



LISTE DES FIGURES

Page

4.13 Adsorption de Mn pendant une période de 4 h par
Chlorel la pyrenoidosa à pH 5.5 et 7.O. La concentration
init iale en Mn dissous du mil ieu était de 1.8 pM.. .  228

4.L4 Evolution du de Mn dissous au cours de lrexpérience
de prise en charge cellulaire de Mn pendant une période
de 4 h par  Chlore l la :cyrenoidosa à pH 5.5 et  7 .O.
La concentration initiale en Mn dissous du nilieu était
d e  L . 8  p M .  . . . . .  . . . . .  .  2 2 9

4.15 Prise en charge du laC-sorbitot par Chlorel la
pvrenoidosa en fonction du pH. Les valeurs
correspondent à la moyenne de 3 essais à chaque
pH avec 1récart type . 24L

4.L6 Prise en charge du l4c-sorbitol par Chlorel la
pvrenoidosa après 15 minutes drincubation en
fonction du pH. Ies valeurs correspondent à 1a
moyerine de 3 essais à chague pH avec lrécart type 242

5.1 Schéma du protocolç expérimental utilisé pour étudier
la toxicité de lraluminium envers Chlorel la
pyrenoidosa 256

5.2 Evolution de lraluninium monomère inorganique maximal
à d i f férents  pH. .  260

5.3 Spéciation théorigue de 1'aluminium dans Ie
mil ieu d'exposit ion calculée par le progranme MINEQL.
( t A 1 l  =  8  F e ' L - ' ,  0 . 3  p l { ) .  .  2 6 3

5.4 Courbes de croissance de Chlorel la pyrenoidosa à
différentes concentration= at afurniniurn inorga.rigue
monomère et à différents pH 265

5.5 Graphique du pourcentage de lraire sous la courbe
de croissance du témoin en fonction de la concentration
en aluminium monomère inorganique. 27o

5.6 Graphigue du pourcentage de lraj-re sous la courbe
de croissance du témoin en fonction de la concentration
en aruminium monornère inorganique. 274

xxt_l_



5.7 CI.n exprimée en AI monomère inorganique pour
Chlbretla pyrenoidosa en fonction du pH-. (---: CI.n
p"ur AtB-cafcufe et . . . . :  CI*n pour d1*3 calculé â"
part ir des données de Helt iwéil  et al.  (L983) et repris
en  mor ta i se ) .  276

5.8 Concentration en À1 labile provo-quant une dininution de
5ot du taux de croissance (pg'L-') (Tiré de He1liwell  et
ê 1 . ,  l - 9 8 3 ) . . . .  2 7 8

LISTE DES FTGURES

Page

5.9 A- Pourcentage de différentes fornes dtaluminium
monomère inorganique en fonction du pH.
B- Concentration én À1*3 susceptible de provoçluer
une dirninution de croissance de 30â de Chlorella

. pvrenoidosa.
c- Régression linéaire de -1og CI.o (expriurée en À1"3)
en fonction du pH.
D- Concentration en L- à la surface cellulaire en
fonct ion du pH.  .  . . ; i .  .  284

5.1-0 Courbes de croissance de Chlorel la pyrenoidosa à
différentes concentrations draluminium inorganique
monomère et polymère et à différents pH 29o

5.11- Pourcentage de lraire sous la courbe du témoin en
fonction de Italuminium polymère norninale 292

5.L2 Courbes de croissance de Chlorel la pyrenoidosa à
différentes concentrations dt alurninium inorganique
et organigue monomère à pH 5.O. 3l-O

5.1-3 Courbes de croissance de Chlorel la pyrenoidosa à
différentes concentrations dtaluminium inorganigue
et  orqanigue monomère à pH 5.0. .  3 l -1

5.14 Moyenne (et  écar t  type,  i l :3)  de l ra i re  sous la  courbe
de croissance de Chlorel la pyrenoidosa pour différents
traitements. 31'2

xx l - r1



LTSTE DES FTGURES

page

5.15 Ai-re sous 1a courbe de croissance en fonction de la
concentration en acide fulvigue associé avec A1 (o) et
où 41..-.-. = 15O ttg'I.-1. Les points noirs (O) représentent
lrairè" Ëbus la courbe dans les milieux ne contenant
pas dra lumin ium..  3 l -4

6.1 Bioaccumulation totale par Chlorel la pyrenoidosa
drAl après 4 jours de contact avec différentes
concentrations totales en aluninium comprenant des
formes monomères uniquement (pH 4.3, 4.6, 5.o) et
des formes monomères et  po l1nnères (pH 4.8,  5 .2,  5 .5,
6.O). Les coeff icients.de corréIation ont été calculés
pour chacun des pH 335

6.2 Bioaccurnulation totale drAl monornère par Chlore1Ia
pyrenoidosa après 4 jours de contact. (Moyennes et
écart type pour chacune des concentrations nominales en
AI"" - "u.  pour  d i f férents  pH:  pH 4.3 (0,  25,  50,  l -oo,  .

.  l 5ô  
" t tU : t " -1 ) ,  

pH  4 .6  (o ,  19o ,  1 ,5o ,  2oo t  4oo  t t g  -  L - t ) ,
p H  4 . 8  ( 0 . ,  2 O O ,  4 O O  p g . L - ' ) ,  p H  5 . . O  ( 0 ,  2 5 ,  5 0 ,  l - O O ,
1 5 0  p c g ' L - ' ) ,  p H  q . 2  ( 0 ,  l - O O  t / g ' L - ' ) ,  P H  5 . 5  ( 0 ,  8 ,  1 5 ,
2 5 ,  3 0 ,  3 5  t r g '  L - ' ) ,  

. p H  
6 . 0  ( O ,  8  p g ' L -  ' ) . . .  . . . . .  3 4 O
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CHAPITRE ]-: INTRODUCTTON ET PROBLÉMATIQUE

l - .1 Introduction générale et objecti fs

Depuis une guinzaine drannées, oD a noté un intérêt margué

vis-à-vis les effets possibles de ltacidif ication sur les biota en

général, êt plus spécifiquement sur 1es écosystèmes aquatiques

(Almer et al.,  L978i NRCC, L98L; Campbell et Stokes, 1985t Dupont

et Grimard, L989). De plus, une attention part icul ière fut

consacrée aux métaux traces, étant donné 1a mobilisation

géochimigue de certains métaux qui se produit en même temps çIue

1'tacidification des eaux de surface. En effet, une augmentation

marquée des concentrations en manganèse, en aluminium et en zinc a

été observée dans les eer,irx lacustres en fonction drune diminution

du pH (Dickson,  L9 '18;  Cronan et  Schof ie ld '  L979;  Dr iscol l  e t  â1. ,

l -980;  Johannessen et  a1. . . i  1980;  Schindler  e t  â1. ,  1980;  NRCC, l -981;

Lachance et  a I . ,  l -983;  Nelson et  Campbel l ,  l -99L) .

Paral lèlement à ces observations, on a démontré à part ir

dtexpériences exécutées sur plusieurs organismes (algues, bac-

téries, benthos et poissons) gue la toxicité drun métal donné

n'était pas corréIée à Ia concentration totale du rnétal en guestion

mais plutôt à la concentration des ions métal l iques l ibres,

M*z(H2o)n, 1aguel1e est fonction de Ia nature et de la concentration

des l igands présents dans Ie  mi l ieu (Borg imann,  l -983;  More l ,  1983) .



La problématique qui relie les métaux aux précipitations

acides, ou tout simplement à lracidif ication du mil ieu, est que

lrabaissement du pH provoç[ue une dissociation des complexes que

fotment 1es métaux et les ligands organiques et inorganiçfues'

menant conséguemrnent à une augrmentation des concentrations en ions

métalliques libres (Carnpbell et Stokes, 1,985) . Par ce phénomène,

on a alors associé la toxicité drun nétal donné au degré dtacidité

du milieu. On a avançé gurun nétal serait plus toxique en milieu

acide quren milieu neutre. On a supporté cette idée par la faible

richesse, Ia faible productivité et la faible croissance du biotope

en eau acide. Par exemple, plusieurs études ont expliqué }a faible

diversité du phytoplancton observée dans les J.acs acides conme

étant une conséquence de lracidification des eaux de surface (Grahn

et  a l . ,  L974;  Kwiatkowslç i  e t  Rof f ,  L976;  A lmer et  a l .  '  L97A;  NRCC,

1981;  Stokes,  1986) .  Les ra isons pouvant  expl iquer  une te l le

pauvreté drespèces, dans ce cas, sont lraugTmentation de lracidité

par el le-même (Gensemer et Ki lham, L984,, la dimj-nution de Ia

disponibi l i té du phosphore par précipitat ion de AlPol(s) (Hendrey

et lr ir ight, L976; Hornstriorn et al.,  L984; Nalewajko et Paul, 1985)

et la toxicité ou 1a lirnitation des métaux traces (Peterson et

âI . ,  1984;  Campbel l  e t  Stokes,  1985;  Peterson et  Healy ,  L985;

S c h e n c k  e t  a 1 . ,  1 9 8 8 ) .

Malheureusement, le seu] argument qui nous a permis de

supposer qurun mil ieu acide signif ie une plus grande toxicité de Ia

part des métaux repose presqu'uniguement sur les effets anticipés



dtune tel le baisse de pH sur 1a spéciation du rnétal (fonne l ibre).

En effet, très peu drexpériences ont ét'é effectuées afin de

vérifier directement cette hlpothèse. Il sravère alors justifié de

poursuivre de telles expériences et plus précisément drétudier les

rnécanismes dr interaction ions hydrogène/organismes/métaux.

Le but général de ce programme de recherche srattaque à cette

hypothèse; il consiste à étudier la relation entre 1a spéciation de

lraluminium, déterrninée de façon expérinentale et à partir de

calculs thermodynamiques, à sa biodisponibilité en utilisant une

algue unicel lulaire (Chlorel la pyrenoidosa) en rni l ieu de culture

défini. De façon plus spécifigue, ce progranme perraet:

l- - de vérif ier Ia capacii te au modèle drion l ibre pour expliguer Ia

bioaccumulation et la toxicité de lraluminium;

2 - de tester l tamélioration possible du modèle, €r évaluant la

part des formes dtaluminium nononère, polynère et organique à

l 'origine de Ia toxicité, êD ajoutant 1e concept de cornpétit ion

H*7A1'3 au niveau de 1a rnembrane;

3 - d'évaluer la capacité du modèle revisé pour prédire 1a biodis-

ponibi l i té de lraluminium dans les eaux naturel les, notamment en

présence de matière organigue dissoute de faible poids molécu1aj-re.



Lrapproche expérimentale implique des mesures parallèles de

spéciation draluminiurn et de biodisponibi l i té draluminium (bioac-

cumulation/toxicité) dans des solutions synthétiques de conposition

connue (var iab les:  [41] r ,  PH).

En éclaircissant nos connaissances sur Ia relation existant

entre la spéciation de lraluminium et sa biodisponibi l i té, les

résultats de cette recherche devraient contribuer à une meilleure

eompréhension des interactions rnétal/organisrne, êt devraient de

cette façon aider à une meilleure évaluation de Itimpact environ-

nernental des précipitations acides.

L.2 Problématique spécifique

L.2 .t  Interact ion lqz* /organisme: rrmodèle d' ion l ibre[

Depuis environ une dizaine drannées, 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 à lréla-

boration de modèles simples portant sur It interaction des métaux

avec des orgianismes vivants (Morel, 1983; Morel et Morel-Laurens,

1983 ;  Pagenkopf  ,  1983)  .



pour guti l  y ait réponse biologique drun organisme à un métal,

ou pour ÇIue ce métal sraccumule dans lrorqanisme, i l  faut

évidemment que le métal donné rentre en contact avec la membrane

biologique ou bien guti l  traverse celle-ci: i l  y a donc interaction

entre Ie métal et Ia membrane appellée ici rrsurface cellulairert.

Cette interaction du rnétal avec la surface cellulaire, impliquant

les espèces réactives Mz* et MLnz*, peut être exprirnée en termes de

formation de complexe: l t l-X-surface cellulaire (Nelson et aI.,  1981t

Petersen , ]-982 i lilorel et Morel-Laurens, 1983 i Sunda et Huntsman,

l-983) où X-surface cellulaire correspond à un l igand cellulaire se

trouvant à 1a surface de la cellu1e. I1 peut être le site sensible

lui-mêrne ou un site transporteur qui permettrait au métaI drattein-

dre une cible intracellulaire. Cette approche (Morel, L983) ne

tient pas compte de Ia fdrmation possible de complexes mixtes à 1a

surface biologique.

Dans  ce  de rn ie r  cas  (1 .3 ) ,  êD  cond i t i ons  d régu i l i b re ,  I a

concentration de méta1 l ié à Ia cel lule peut être exprimée conme:

Mz* + X-cELLULAT*" .5:> MxZ*-cELLULAïRE

IMXZ*-CELLULAIRE] : Kr I1-cELLUIÀIRE] [Mz*]

MLn'* + X-CELLUT,ATRE .:5r I'{XZ*-CELLUIÀïRE + nL

[MXz*-ce I lu la i : :e ]  :  Kn  IX-ce l ] .u la i re l  - l - I v ! !  
z * t

ffi
L ! l

( 1 . 1 )

( L . 2 )

( 1 . 3 )

( 1 . 4 )



on peut à ce moment transforner lréquation 1.5:

Mz* + "" ë4 ML,,t* ( 1 .  s )

pour  1r  équat ion l - .6 :

lIlhi. : Krn [Mz*]
I L ] "

( 1 . 6 )

En t ransposant  l réquat ion L.6 dans L.4,  on a :

[MXz*-ce11u1.aire] = \ '  Ktr, [X-cellulaire] [Uz*] (  1 . 7 )

Cette dernière équation rnet en évidence la même dépendance de $D(z*-

cellulairel sur I '{Z* gue ce1le de 1réquation l-.2. Dans les deux cas,

la réponse biologique deyrait être fonction de Ia concentration du

cornplexe [M-X-cellulaire], laguelle dépend de Ia concentration en

I,I*2.

Le mécanisme menant à un effet biologigue devrait alors

irnpliquer Ia liaison de Mz* à un site métaboliquement actif sur Ia

surface cellulaire, ce qui résulterait en une réponse biologique

directe (Pagenkopf , l-983). De façon alternative, Ia l iaison de Mz*

à la surface cellulaire pourrait tout sirnplement précéder son

transport dans 1a cellule, où la réaction avec un centre métabo-

l iquement acti f  ne se ferait alors que dans la cel lule, soit de

façon intracellulaire (Harrison et Morel, 1983; Sunda et Huntsman,

r_eB3 )  .



La plupart des résultats appuyant ce rrrnodèIe drion libre[

proviennent drexpériences au laboratoire ou Ia concentration de Mz*

était contrôlée à lraide drun l igand synthétique (EDfÀ, TRIS) (ex:

cu2t: Anderson et l torel, L978). Par ai l leurs, i I  existe un certain

nombre de résultats avec de tels ligands qui ne sraccordent pas

avec ce modèle où, à une concentration égale de lf,z, la toxicité

observée est plus élevée en présence du ligand quren son absence

(cuy et Kean, l-980; Florence et âI.,  1983). Ce genre de résultats

laisse supposer que dans certains cas la for:rne M-L puisse être

directernent, disponible, crest-à-dire gue ,la membrane cellulaire

soit perrnéab1e aux complexes (ex: MLo, neutre, lipophile; MLt, où

L' serait un rnétabolite de poids moléculaire faj-b1e te1 un acide

aminé ou un acide polycarboxylique), ou que le ligand serve de

transporteur jusgurà la.êurface membranaire ori Ie métal qui y est

associé est l ibéré. Dans ce dernier cas, le transport à travers la

membrane serait plus rap.i-de que 1e transport dans la solution près

de la surface rnembranaire, c'  est-à-dire, que le modèle serait de

type cinétique plutôt qurun d'équil ibre.

Par ai l leurs, i l  existe aussi dans la I i t térature scientif igue

de nombreuses expériences, où est uti l isé un l igand non pas

synthétigue mais plutôt naturel (ctest-à-dire de Ia matière

organique dissoute naturel le, des acides fulvigues ou hurnigues).

Dans ces expériences on a généralement observé une réduction de 1a

toxicité du méta1 étudié : phytoplancton (Prakash et Rashid, l-968);

bac té r i es  (Gunn  e t  a I . ,  1986 ) ;  po i ssons  (B rown  e t  a1 . ,  1974) .  La



disponibilité des métaux traces est aussi dépendante de la taille

de la fraction organique avec J.aquelle Ie rnétal est associé (ciesy

et aI.,  L9771. La presque total i té des études portant sur

ltinfluence des ligands organiques naturels sur la toxicité des

métaux est cependant restée à ce niveau qualitatif. Lrétude de

Sunda et Lewis (1-978) représente une exception notable à cette

règle. IIs ont réussi à démontrer que lrinhibition de Ia

croissance drune algue par le cuivre, en présence de concentrations

variables de carbone organique dissous, était proportionnelle aux

concentrations de cu2*, tout conme on lraurait anticipé pour un

ligand synthétique tel que ltEDTA. Toutefois, dans quelques cas ou

Ia matière organique dissoute a été fractionnée selon ses

dirnensions physiques (poids moléculaire), on a observé une toxicité

accrue en présence de la'ifraction plus petite de matière organigue

dissous, ctest à dire qurà concentration de métal égale, la

toxicité était pLus élevée en présence de cette fraction (Giesy et

â 1 . ,  L 9 7 7 ;  1 9 8 3 )  .

1 0



L. 2 . 2 INTERÀCTIONS H* luz* IORGANISI{ES

Principes

Les modèles simples portant sur ltinteraction des rnétaux avec

des organismes vivants permettent de prendre en considération deux

facteurs, soit lr inf luence du pH sur la spéciation drun nétal en

solution et lr inf luence du pH sur 1es interactions métal-surface à

lr interface organisme-mil ieu (Campbell et Stokes, L9g5) .

fnfluence du pH sur la spéciation dtun métal en solution

Pour une même concéntration constante de métal dissous, des

changements de pH peuvent faire varier la spéciation du métal de

deux façons: soit en...' déplaçant vers ra gauche r r équilibre

drhydrolyse, favorisant ainsi la formation dtaquo-ions,

l , tz*1Hro1n ( : : : )  M(Hzo)n-1 (oH)(Z-1)+ + H* ( 1 . 8 )

ou en provoçfuant un changement de 1réguilibre de complexation par

conpétit ion entre le métal ionisé (Mz*) et lr ion hydrogène (H*) pour

le  même l igand (ou s i te  ce l lu la i re) .

MZ* + nL <::> ML z*

t 1

( 1 . e )



H *  * L ( : - : > H L " (r_.10)

Dans ces équations, I.!z* désigne un cation métalligue portant une

charge +z 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

11 est difficile de comparer Ies résultats et les expériences

qui ont porté sur les interactions tfTnétaux/organismes, êt cêt

pour plusieurs raisons. La première est que les critères

expérimentaux considérés conme rtimportantsrt ont changé depuis 20

ans. En effet, avant 1es années L97O, J-es effets de variat ions de

pH sur les organismes êquatiques en présence ou non de métaux

traces étaient généralement interprétés en terrne de réponses

physiologiques de ltorganisme, en négligeant plus ou rnoins les

variations chimiques induites par le pH dans le milieu externe.

Depuis quelgues années, lrorientation des recherches srest

retournée complètement en direction opposée, et les effets des

changements de pH tendent maintenant à être interprétés uniguement

en termes de variations de la spéciation du métal en question dans

le ni l ieu externe.

Comme on lra mentionné, une dirninution de pH peut affecter à

1a fois Ia spéciation du métal en solution et Ia sensibi l i té

biologique au niveau de Ia surface cellulaire. Ces deux réponses

T 2



à I 'acidif ication sont antagonistes et ont le potentiel de sran-

nuler lrune Irautre: la réponse globale drun organisme face à des

changements de pH de 7 à 4 ainsi qurà une concentration totale

constante drun métar toxiçre, peut arors sravérer posit ive, néga-

tive ou nulle. Les explications données pour les interactions

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

. compétit ion H'/Mz* Dour des sites de l iaison

11 existe sur les surfaces cellulaires plusieurs groupes fonc-

tionnels ayant 1e potentiel de se lier avec un métal (Beveridge et

Murray,  1980;  Doyre et  â1.  ,  l -980;  cr is t  e t  â1.  ,  j -g8t - ;  Nelson et

â l - ,  L98l - ;  conçalves et  ar . ,  Lgg7] ,  -  ces l ia isons peuvent

irnpliguer des groupes -fonctionnels individuels, ou une action

drensemble inpl iguant plus de deux groupes fonctionnels, crest-à-

dire la chélation. 11 nê faut pas perdre de vue quti l  existe pour

ces sites de l iaison un potentiel è l ier des cations autres que

nétalt igues (Mz*), conme 1es ions hydrogènê, H*, pâr exemple. selon

les valeurs de pK des groupes fonctionnels irnpl igués, des

changements de pH pourraient alors affecter Ie degré de protonation

de ces s i tes de l ia ison:

H* + X - cel lulaire (=::) HX* - cel lulaire (1.1_1_)

Dans un tel cas, 1e proton jouerait un rôle protecteur analogue à

celui que jouent 1es cati-ons durs (ca2* , îr lgz*) (Borg.mann, 19g3;

l 3



pagenkopf, t-983), réduisant ainsi la bio-disponibi l i té des sites de

liaison pour les métaux toxigues. On peut aussi ajouter que les

ions hydrogène jouant un rôle cornpétiteur pour les sites de liaison

peuvent avoir un rôle drinhibition selon que Ie métal ou son ligand

est utilisé conme éIément nutritif. Dans le cas où la prise en

charge biologigue de lrion métallique se produit par transport

facilité, pâr exemple lorsque Ia perrnéabilité de la membrane

lipidigue au métal sous forme ionique est faible, Ies ions

hydrogène peuvent compétitionner directement avec lrion nétalligue

pour ces sites de transPort.

. Les ions hydrogène peuvent jouer de tels rôles si on considère

guti l  existe un état dtéquil ibre entre le métal présent dans la

solution et le métal }^ié à la surface de Ia cel lule. Si la

réaction de Mz* à la surface cellulaire nrest pas réversible, crest-

à-dire, si la l iaison... 'de IIz* provoç[ue une réponse biologique

instantannée et irrévoguable, alors la protection que procure lrion

hydrogène (ou ca2* ou Ug2*1 ne serait gue transitoire. En effet, une

augmentation de Ia concentration des ions H* devrait diminuer Ia

proport ion des sites de l iaison ne portant pas de protons, X-

surface cellulaire, et réduirait ainsi le taux de formation des

complexes biologiques pert inents M-X-cellulaire:

k
Mz* + X-cetlulaire :: :> MXz*-cellulaire (1. .12)

Une dirninution de pH devrait alors retarder la réponse biologigue.
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. chanqements allostériques

Par ailleurs, puisgurune variation de pH peut, aussi induire

des changements allostériques dans la conformation des sites de

liaison de rnéta1, el le peut conséquemment altérer lraff inité de ces

sites (pKr) pour le métal toxigue drintérêt.

Considérant ltimportance pour les métaux de passer passivement

à travers la membrane cellu1aire, des changements de pH peuvent af-

fecter Ie potentiel membranaire qui peut alors affecter Ia

répartition du métal erltre 1a surface cellulaire et la solution

(Mclaughlin, Lg77) . Plus Ie potentiel est négatif  ,  plus cette

répart i t ion favorisera,]a surface cellulaire; les concentrations

effectives du métal dans la zone proctre de Ia membrane seront plus

élevées.

. potentiel transmembranaire

De façon à maintenir une charge négative sur la partie

intérieure de la membrane, les protons peuvent être rrpompésrr vers

I 'extér ieur  de 1a ce l lu le  (Raven,  l -980) .  PIus le  pH est  bas,  p lus

la tendance des ions H* à entrer dans 1a cellule sera grande, et Ia

pompe à proton agira de façon à maintenir 1a charge interne
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différentiel le. Eventuellement, i1 y aura dépolarisation de la

mernbrane, reliée à la diminution du pH, ayant des ef fets

conséguents sur le potentiel transmembranaire et sur la prise en

charge des ions nétalligues.

Tous ces nécanismes peuvent aider à comprendre les résultats

de 1 t influence du pH sur Ia prise en chargre du métaI.

L .2.2. I  Pr ise en charge des métaux vs pH

11 existe beaucoup plus drinformations traitant de lt inf lu-

ence qurexerce des variations de pH sur lradsorption de métaux à

des surfaces abiotiguesi(oxydes de méta1, oxyhydroxydes-Stumrn et

Morgan, l-981-; Anderson et Rubin, 1981_- ainsi que le matériel

hurnlque-Kerndorff et Sctrnitzer, l-9g0) guti l  en existe en ce qui

concerne les surfaces biologiques.

Afin de pouvoir vérif ier sans anbiguité sri l  y a compétit ion

entre H* et Mz* à l f interface cellule/mil ieu, i l  faut que Ie

protocole expérimental réponde à certains critères (Canpbell et

S t o k e s ,  1 9 8 5 ) :

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

(À9,  Cd,  Co,  MD, Ni  e t  Zr . ) ,  a f in  que toute var ia t ion dtadsorpt ion

1 6



ou dtassimilat ion soit inputable à des processus se produisant à

I I  interface cellu1e/ni l ieu;

2- 1e mil ieu d' incubation inorganique doit être bien défini,  ou

sinon, un milieu organigue défini ne contenant que des tampons fai-

blement complexant (pour minimiser les changements de spéciation

dans la solution quand le pH est modif ié);

3- Ies concentrations de métal doivent être compatibles avec celles

observées en nilieu naturel;

4- les incubations, en présence du métaI étudié, doivent être de

courte durée afin de minirniser la présence drexudats dans le

mil ieu, afin drempêcher ôes variat ions de pH dues à la croissance

des a lgues,  ê t  a f in  drév i ter  que l t inh ib i t ion de cro issance so i t

attr ibuable à des carences en éIéments nutri t i fs (ex.: phosphore)

plutôt qutà l teffet du rnétal lui-même.

Les résultats publiés dans Ia l i t térature montrent que lors

dfune d in inut ion de pH de 7 à 4,  pour  le  Cd,  1e Mn,  êt  Ie  Zn,  on

observe une compétj-t ion évidente entre I I  ion H* et I 'aquo-ion (l fz)

pour les sj-tes de l iaison de la surface cellulaire des algues ou

des  bac té r i es  (Sakaguch i  e t  â1 . ,  ! 979 ,  Doy le  e t  a1 . ,  1980 ;  C r i s t  e t

â 1 . ,  l - 9 8 1 ;  B a t e s  e t  a 1 . ,  3 - 9 A 2 ;  S t a r y  e t  a I . ,  1 9 8 3 ;  L e e  e t  W a l k e r ,

1 9 8 4 ;  H a r r i s o n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ,  P a r e n t  e t  a 1 . ,  1 9 8 7 ,  S c h e n c k  e t  a l . ,

1988) .  Par  exemple,  ces dern iers  chercheurs ont  é tudié l re f fe t  des
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variat ions de pH (7-->5) sur I 'assimilat ion du fer et du manganèse

par le phytoplancton, utilisant Chlamydomonas variabilis conme

organisme indicateur, et ont mesuré lrassirnilation à court terme

sous des conditions chimiques contrôlées.

Ils ont mesuré Ia concentration de métal total pris en charge

par lralgue. Des extractions sélectives avec BDTA ont permis

dtévaluer  la  concentrat ion de méta l  ce l lu la i re  (mo1e'cm-z) ,  so i t  Ia

concentration de métal non extractible à l|EDTA. La concentration

du métal extractible ou associé à la surface cellulaire était

calculée par l-a différence entre Ia concentration totale et la

concentration cellulaire en métaI.

Les courbes typiqups de prise en charge de manganèse en

fonction du temps sont présentées aux f igures 1.1 et L.2. on

associe la première étape de la courbe (rapide) à la l iaison du

nétal à la surface cellulaire tandis. ç[ue la phase lente serait due

au transport à travers 1a membrane. On observe à la figure 1-.1 que

Ia prise en charge totale en manganèse varie selon le pH de la même

façon que 1a prise en charge du manganèse intracellulaire (f igure

L.2) ,  quoique cet te  dern ière semble cont inue crest -à-d i re  qure l le

augrmente Iinéairement avec le temps et ntatteint pas de plateau

après 4 heures. Au contraire, pour ce gui est de lradsorption du

manqanèse à Ia surface cellu1aire, el le ne dépend pas du pH et

atteint rapidement un plateau.
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Les auteurs suggèrent qurune dirninution de prise en charge de

rnéta1 à bas pH pourrait signif ier une diminution de Ia toxicité du

rnétal, ou encore, dans Ie cas drun néta1 essentj-el au nétabolisme,

une diminution de sa disponibi l i té conme oligoéIément nutri t i f .
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L .2 .2 .2  Tox i c i t é  des  mé taux  vs  PH

Ce gu'on retrouve dans la littérature au sujet de la toxicité

des métaux en relation avec le pH est également difficile à

interpréter en terne dreffets respectifs du pH sur la spéciation

chirnique du rnétal dans 1r environnement et sur la toxicité même du

rnétal pour l  torganisme.

Dans Ie premier type drétude, menée en mil ieu naturel, où i1

exj-ste une corrélation entre Ie pH et la concentration totale de

métaux conme lraluminium, Ie manganèse et le zinc dans les eaux de

surface (wright et Snekvic, 1,978; Dickson, L98o; Bailey et Stokes,

1984), on peut supposer gue 1es organismes gui tolèrent les faibles

pH tolèrent aussi 1es cdncentrations éIevées de métaux dans leur

envi ronnement  (Canpbel l  e t  Stokes,  1985) .  A cause de l rabsence de

détermination détai l lée de spéciation de métal dans ces situations,

les effets respectifs de la variatio.n de la concentration en H* et

de la variation de la concentration en métaux ne peuvent être

séparés.

Le deuxième type drétude portant sur 1es effets du pH sur Ia

toxicité drun 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 à certaines lacunes

soi t :  un mangue dt in format ion sur  l renv i ronnement  ch in ique,  une

cul ture d 'a lgue dans un mi l ieu non déf in i  pour  assurer  une

2 I



meil leure croissance mais qui change souvent, êt pour les

organismes hétérotrophes, I tapport drétéments nutriti-fs organiques

pouvant faire chanqer Ia spéciation du méta1 en solution (Campbell

et Stokes, 1-985) . En général on a tout de même obsetltré une

dirninution de la toxicité du zinc, du cuivre et du cadmium avec une

dininution de pH (Steemann Nielsen et â1., L969 i Steernann Nielsen

et Kanp-Nielsen, L9TO; Hargreaves et Whitton, 1976; Mier1e et

Stokes | 1,976; Harding et Whittont L977 t Rai et a1., 1981-; Shehata

et  ï {h i t ton,  L982;  Babich et  Stotsky,  L983;  Chanq et  a I - ,  l -983;

Bradley,  l -984;  Peterson et  â1.  ,  l -984;  Cusimano et  â1-  ,  1-985)  :

réponse parallèle à cel1e mesurée en ce qui a trait à Ia prise en

charge.

1.3  Éta t  des  conna issances

Historiguement, oD srest rarement préoccupé de la présence de

ltaluminium dans les eaux naturelles puisque ses concentrations

étaient très fai-b1es et quron nravait pas encore noté de toxicité

pour  les organismes aquat iques (Burrows,  L9 '77;  NRCC, l -986) .  Par

contre, depuis quelques années, o[ a observé une augimentation des

concentrations dans les eaux douces de certaines régions (Cronan et

Schofield, t-979; Dickson, 198O) . Cette augrmentation est attr ibuée

aux précipitat ions acides, Iesquelles lessi-vent Italuminium des

bassins versants vers le mil ieu aguatique. Plusieurs études ont

démontré que des concentrat ions re la t ivernent  fa ib les (<0.3 ng 'L-1)
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peuvent agir sur les organismes aquatiques. La perte de quelgues

populations de poissons en Arnérique du Nord (Schofield et Trojnar,

l-980) et en Scandinavie (Muniz et Leivestad, 1980) a été rel iée en

partie aux concentrations élevées en aluminium dans la colonne

d r e a u  ( N R C C ,  l - 9 8 6 ) .

Dans les eaux douces, Ia chirnie de lraluminium est très

complexe: il peut exister sous forme libre (41*3) r ou être lié à des

ligands organiques et/ou inorganiçfues, ou être adsorbé sur des

particules solides. Le rô1e de cette partie de la thèse est de

résumer lr information disponible sur Ia géochinie et la spéciation

de ltaluminium dans lrenvironnement aquatique et drévaluer ses

effets sur les organismes aquatiques.

:

l - . 3 .1  Géoch im ie  de  l ra lum in iun

Lraluminium a été considéré jusgurà récemment comme un élément

i-noffensif dans un contexte environnemental, compte tenu de sa

fa ib le  so lubi l - i té  à des pH près de la  neutra l i té  ( [ . Iood,  1974) .

Lra lumin ium(I I I )  eonst i tue un des pr inc ipaux métaux que l ron

retrouve dans les sols ou il est présent sous forme

d'a luminosi l icates ou drautres formes sol ides te l les Ia  g ibbs i te

(À1(OH) j ) ,  ,  quoique cet te  forme n 'a i t  jamais été mesurée par

technique phys ique (L indsay,  1-979) .  Lra lumin ium peut  ex is ter  sous

différentes formes dans les eaux douces. 11 peut être dissous ou

part iculaire. I I  peut être l- ié à des l igands orgianiques ou
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inorganiques, ou on peut Ie retrouver sous forme ionique libre. I1

peut exister sous forme monomère dans les eaux naturelles mais

selon des conditions de température, de pH, de concentration et

selon le temps dréguil ibre, i l  peut polymériser.

Le pH constitue le facteur le plus important dans le contrôIe

de Ia solubil i té et de la spéciation de lraluminiun. Lraluminium

est généralernent non disponible dans les eaux de pH près de 1a

neutral i té, mais i I  est mobil isé dans les solutions acides et

basigues. La solubil i té de lraluminium augrmente à pH acide et

basigue et atteint un minimum entre Ie pH 5.5 et 6.0. Quand le pH

augrmente de 4.5 à 6.5, l taluminium a tendance à se polynériseri

selon les conditions de mélange, Ia température, Ia concentration

en À1 et  la  concentrat ic in  de d ivers anions (soa2- ,  Poot- ,  l - ,  . . . ) ,

ces réactions peuvent produire des formes solides bien définies

(comme la g ibbs i te  (41203'3H2O) ou Ia  bayer i te  (41(oH)3)  ou encore

des formes métastables et diff ici les à caractériser (Hem, 1968;

Turner  et  Ross,  L969î  L97O; Turner  et  Sula iman,  L97L;  NRCC, l -986)

Sous condit ions acides, ces minéraux riches en hydroxydes se

solubi l isent  jusqutà une cer ta ine l i rn i te ,  ê t  l ra lumin ium est

relâché dans 1es eaux intersti t iel les où iI  s'équil ibre en de

nombreuses espèces chimiques gui dépendent de la présence de

ligands pour Italuminiurn. Les espèces mononucléaires draluminium

qui peuvent ainsi se développer comprennent AI*3, À1oH2*, A1(oH)z*,

A1F2* ,  A1F2* ,41F3 ,  A l so4* ,  e t  beaucoup  d rau t res  i nc luan t  des
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complexes organigues. Toutes ces espèces mononucléaires sont en

équil ibre (Baes et l{esner, L976; Lindsay, L979; Nordstrom et May,

l-989) . l,es fluoro-complexes sont égralement importants dans les

eaux douces. on retrouve les formes monofluorées (AlF*z) jusguraux

formes hexafluorées (AIF63-) lorsque la concentration en fluorure

augmente (Hem, l-968). Dans la plupart des eaux naturel les, ce sont

Ies espèces AlFz* à AIF= qui prédominent.

Lorsqurun sel draluminiurn est dissous dans lreau en absence

dranions complexant, l t ion métal l ique l ibre Àl*3 sthydrate en

coordonnant six molécules dreau selon une orientation octahédrale,

et réagit pour former plusieurs espèces hydrolytigues. La première

étape de Ithydrolyse se produirait selon la façon suivante (Rubin,

1 _ e 8 5 ) :

A1(H2o) i3*  <-- -> A1(H2o)roHt*  + H*

Sous le  pH 4.A,  l tÀ1 ex is te a lors  de façon prédominante comme un

cat ion t r iva lent ,  entouré de 6 molécules dreau:  ÀI (Hro)u*3 (Manahan,

l -975)  .  A des pH se s i tuant  ent re 4.5 et  6 .  5  et  à  des

concentrations en À1 relativement faibles, les espèces dtalurninium

se d is t r ibuent  se lon les formes suivantes:  A l*3,  A1(oH)*z,  A1(oH)2*

et  AI (oH)r(s) .  En rn i l ieu basiguê,  I 'a lumin iurn ex j -s te sur tout  sous

forme anionigue A1 (OH)a-

TeI qurindiqué ci-haut, une augTmentation du pH provoque une

per te dr ion H* pour  donner  l thydroxo-complexe A1(Hzo) ,  oHt* .  s i -  Ia

concentration en À1(HzO)rOH'* est élevée, cê monomère a tendance à

se polymér iser  en p lus grosses molécules en établ issant  des doubles
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ponts OH entre les deux atomes A1 adjacents: À1r(OH)z(HzO)so* (f igure

1.3). Des unités structurales plus grosses peuvent évoluer par la

formation drautres ponts oH' La tendance à 1a polynérisation

augrmente lorsque la concentration en aluminium est é1evée et gue Ie

pH de 1a solution se situe à des valeurs intermédiaires oti le

rappor t  oH:Àl  est  drenvi ron 2.5.

Le taux de polymérisation dépend de la concentration en OH et

en Al aussi bien que du rapport OH:AI. Des expériences utilisant

des solutions synthétiçlues définies ont montré que lorsque le

rapport OH:AI

étaient présents en solution (Hem, l-968). Lorsque Ie rapport

rnota i re  OH:41 se s i tue entre 2.O et  3 .O,  et  que la  so lut ion est  en

éguil ibre depuis environ l-O jours à 25'C, le diamètre des

part i-cules se situe .rrdo.tt de o.1-o pm. Par contre, lorsque le

rapport excède 3.O, le précipité formé est de 1a bayerite et cette

polymérisation en unités très larges constitue un processus

relativement lent à 25"C (Hem, 1968). Les espèces part iculaires

formées à pH 4.75-6.50 sont  de Ia  g ibbs i te  (Hem, 1968) .  Johansson

(1962) a identif ié une unité structurale contenant 13 atomes

dtaluminium et 4O atomes dtoxygène avec un nombre varié de protons

dans une base cristal l ine de sulfate' Le polymère le plus connu en

rni l ieu aguatique est Ie À1r=(OH)sz7*. Ceci indique que 1es solutions

agueuses dtaluminium peuvent vi-eiI l i r  avec le temps, engendrant des

changernents dans Ia tai l le, 1a spéciation et 1a solubil i té de

1 | alumini-um.
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En résumé, i I  existe des concentrations rrseuils'r en aluninium

qui déterminent la forme mono- ou polymère qui prédonine dans la

solution. Ces concentrations rrseuilsrr sont fonction du pH, de la

température, des ligands inorganiçfues et organiques qui

caractérisent la solution. Connaissant ces derniers paramètres, on

peut contrô1er une solution pour que ltaluminium qui sry trouve

soit uniguement sous la forme monomère. On peut aussi provoquer la

pol1nnérisation et obtenir de lraluminium polynère.

De p1us, l taluminium peut former de forts complexes avec

plusieurs l igands organiques, tout conrme le fer (If I).  De cette

f,'açon, 1a solubilité de lraluminiurn peut être considérablement

augrmentée par 1a présence de solutés organigues. On a drai l leurs

observé gue les concentrations draluminium dans les lacs contenant

beaucoup dracides humiques étaient plus éIevées que celles prédites

à part ir des valeurs de.pH (Dickson, 1980) . Les acides hurniques et

fulviques ont été reconnus pour mobi-l iser lraluminium (Driscoll  et

Schecher ,  1988) .  De p lus,  i I  a  été montré que l rac ide fu lv ique

quron retrouve dans les sols complexerait les ions tr ivalents Fe*3

et Àl-*3 plus fortement que les cations bivalents en mil ieu acide.

Par exemple 1es constantes de stabilité pour les complexes ligands-

Fe ( ITI ) ,  -A l  ( I I I )  e t  -Cu ( IT)  permet tent  la  comparaison '  pour  une

même force ionigue, entre 1a force de complexation des ions

trivalents vs un rnétaI bivalent (Cu) qui est 1e plus complexé dans

1es eaux nature l l -es (Marte l l  e t  Snj - th ,  L977) .
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1og  K '  ( I - - ->o )

Ligand F e  ( I I I ) A1 ( r r r ) cu  (  I I )

EDTA

acide? ?ninés
. argr-nrne
. tétracycline

acides nolvcarboxyliques
. ac. méso-tartarique
. ac. oxalique

acides humicrues
. ac. phthaligue
. ac. sal icyl ique
., ac. malonique

2 5 . L O

3 . 2 9
9 . 9 0

6 . 6 0
7 . 5 9

4 . 2 0
L 6 . 3 0
25 .  l -O

T 6 . 7 0

6 . 6 7
7  . 4 0

5 . 6 2
6 .  l - o

3 . 1 8
1 2 . 9 0
l _ 6 . 7 0

L 8 . 9 2

7 . 5 3
7 . 8 0

3 . 2 5
5 .  5 3

3 .  L 5
l -2 .  o3
L 8 . 9 2

1- .3.2 Toxic i - té  de I  t  a lumin ium

La mj-se en évidence de Ia toxicité de I 'aluminium pour les

organismes aquatiques a été grandement documentée. Ltaluminium est

maintenant reconnu conrme étant toxique pour une variété

d'organismes aquatigues (poissons, amphibiens, invertébrés, algues)

à des concentrations de lrordre du 1OO ttg'L-1, à de faibles pH et

à des concentrat ions basses en ca lc ium (Odonnel  e t  a l . ,  1984) .  La

combinaison de ces trois facteurs (augmentation de 1a concentration
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en aluminium, bas pH, faible concentration en calcium) est

soupçonnée drêtre une des causes des effets biologiques de

lracidif ication des eaux de surface, incluant le déclin des pêches

(Baker  et  Schof ie ld ,  Lg82;  Henr iksen et  â1. ,  L984)  -  On a auss i

rnontré que de fortes concentrations en aluminium dans les eaux

acidifiées pouvaient avoir des effets indirects, rnenant à la

flocculation de complexes irnpliguant Ie phosphore et les acides

humiquesi la disponibilité des éIéments nutritifs diminuerait par

conséquence et affecterait 1a croissance du phytoplancton.

L.3.2.L Revuê des ef fe ts  tox iques at t r ibués

lraluminium chez les plantes et les algues

Les fortes concentrations en aluminium ont été associées à de

graves réponses toxigues c}:ez plusieurs espèces aguatiques en

mi l ieu ac ide (NRCC, l -986) .  Cet te par t ie  de I t in t roduct ion se

l- imitera à la revue de l i t térature qui concerne les plantes et les

algues. Les effets toxiques de lrAl sur les plantes vasculaires

ont  é té revus par  Andersson ( l -98S) et  Taylor  (1988)  -

Pour 1es plantes supérieures, on a démontré que les premiers

symptômes de toxicité de 1'A1 apparaissaient habituellement par des

dommaqes structuraux ou fonctionnels des racines, qui affecteraient
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leur  e f f icac i té  dans l rabsorpt ion dreau et  dré lérnents nut r i t i fs .

ces symptômes peuvent être dus à un dérangement de 1a mitose (Foy,

L974,  Foy et  a l . ,  L97A;  Mor imura et  â1. ,  L978 i  Foy,  L984)  et  à  des

variations de la pennéabilité des membranes des racines. De la

même façon, Hornstrom et al. (L984) a nontré gue les trois premiers

effets de I rAl sur le phytoplancton étaient Ia diminution de l-a

croissance, 1a production de cellules à gros volume (Monoraphidiurn

grif f i thi i)  et la contorsion des cellules sur el les-mêmes.

' À lréchelle moléculaire, on a avancé que lraluminium pouvait

a f fecter  1a répl icat ion de I |ADN (Kar l ik  e t  a l . ,  1980) ,  la  synthèse

des protéines, 1'actividé de quelques enzymes, le métabolisme du

phosphore (Vio la  et  â1. ,  1980) ,  les in teract ions avec les murs

cel lu la i res a ins i  quravec les membranes (Bradley et  Parker ,  l -968;

Viest ra et  Haug,  1978;  Haug,  l -984) ,  ê t  I ' induct ion de déf ic ience en

ca*2  (Nyho lm,  1981 ;  s iege l  e t  Haug ,  1983) .

En effet, oD a observé que dans la cel lule végétale, 1rÀ1

était particulièrement concentré dans le noyau (Mclean et Gilbert,

1927 ;  DeBon i  e t  â1 . ,  L974 ;  Foy  e t  â1 . ,  l - 978 ) .  Pa r  co lo ra t i on  à

1 'hématoxy l ine,  Havas (1986)  a observé que Ies s i tes de l ia ison de

ltalumj-nium chez les plantes aquatiques étaient le noyau et le mur

cellulaire pour l talgue verte Mouqeotia et seulement l-e mur
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cellulaire pour la mousse aquatique: Leptodictvum riparium. Selon

p1-usieurs chercheurs le cycle rnitotique serait af fecté par

Iralurninium, probablement lors de Ia réplication de I|ADN à cause

de It inhibit ion de la synthèse dracides nucléigues par lraluminium

( C l a r k s o n ,  1 9 6 9 ;  F o Y ,  L g 7 4 t  F o y  e t  â 1 . ,  1 9 7 8 ) .  D e  p l u s ,

Italuminium pourrait ernpêcher t 'activité init iatr ice de IrADN en se

liant au phosphore présent dans les acides nucléiques (Matsunoto et

â1. ,  Lg76;  Matsumoto et  Mor i rnura,  l -980) .  La double hél ice de I |ADN

deviendrait plus r igide à cause de lr interaction entre lrAl et les

groupements phosphates, ce qui réduirait Ia réplication de I|ADN

(Clarkson et Sanderson, 1-969i FoY, 1-984). De plus, oD a montré gue

la séquence de bases dans I|ADN pouvait aussi être dérangée par

I tA l  (Sarnpson et  a l . ,  l -965) .  En ef fe t ,  l ta lumin ium peut  causer  une

distribution anormale- des ribosomes sur le réticulum

endoplasmatique, menant à un désordre dans Ia synthèse protéinique

(Mclean, 1980) et aussi.. .réduire Ia synthèse de 1'ÀRN (Matsumoto et

Mor imura ,  1980) .

parmi les effets de I 'aluminium chez les plantes supéri-eures,

plusieurs effets biochimiques de 1'À1 sont probablement dus aux

changements dans Ia structure et dans Ia fonction de Ia membrane

des rac ines (Hecht-Buchholz  et  Foy,  1981;  Zhao et  â1. ,  l -987) .

Selon Ie pH, IrAl pourrait se l ier aux protéines ou aux l ipides de

la nembrane (Foy, LgB4), ce qui réduirait 1a perrnéabil i té des

racines. Conséquemment, cette réduction cle 1a perméabil i té

d im inue ra i t  l a  p r i se  e t  1 ' u t i l i sa t i on  d reau  e t  d 'é lémen ts  nu t r i t i f s
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(Foy et  a1. ,  L978;  Zhao et  a I . ,  3 .987) .  On peut  imaginer  les rnêmes

effets chez les algues. L'aluminium pourrait aussi former des

liaisons entre les protéines adjacentes (Clarkson et Sanderson,

L969) ou les pectines (Foy, l-984), rendant Ie mur cel lulaire plus

r ig ide.

On a aussi observé que la diminution de la respiration des

racines était conséquente à la toxicité de I 'AI (Clarkson, L969;

Foy,  1-974,  Foy et  a l . ,  I97A;  Foy,  l -984) .  Selon Clarkson ( l -969)

1rÀ1 nr inh ibera i t  pas la  product ion d 'ATP,  mais p lu tôt

lrut i l isation drATP dans la phosphorylation du grlucose. Ainsi, de

fortes concentrations en Àl réduiraient la phosphorylation du sucre

(Clarkson, 1966i Foy, L974) en interférant avec les enzlrmes qui la

permettent (Foy, L9841 . -:

f I  a été dénontré que des concentrations micromolaires drions

A1 réduisaient 1'activité de IfATP-ase de Ia membrane, qui joue un

rôle irnportant dans Ie maintien du potentiel transmembranaire.

Ceci serait dû à Ia formation de complexes Al-calmoduline rendant

la calmoduline non disponible pour st imuler normalernent lractivité

de I f  ATP-ase (Siegel  e t  Haug,  1-983) .  La tox ic i té  de l ra lumin ium

peut aussi s'expliquer par f inhibit ion de I 'activité de quelques

enzymes et par son inf luence sur 1es sites sensibles de la

mi tochondr ie  et  du noyau cel lu la i re  (Matsumoto et  â1- ,  A976)  .
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Pour ce qui est des algues, Pettersson et aI. (L985a) ont

observé des effets négatifs de lraluminium sur la chlorophylle-a,

sur lractivité de la nitrogénase' sur 1a f ixation du CO2r sur

lraccumulation de granules de cyanophycine et sur 1a dégradation de

thylakoides drÀnabaena cyl indrica. Selon ces auteurs la toxicité

de Italuminium était principalement due à son effet sur la

disponibilit.é du phosphore et sur Irintégrité des membranes'

Il existe des variations considérables dans Ia tolérance à

ltAl entre les espèces et entre des variétés de la même espèce'

Plusieurs mécanismes de tolérance à 1rÀ1 ont été suggérés. Les

p.lantes tolérantes peuvent posséder des mécanismes actifs

dfexclusion (Clarkson, Lg67; Foy, 1983; Wagatsuma et Yamasaku,

l-985) ou peuvent être capables drinactiver lrAI dans leurs t issus

(Foy, 1983 ) :  augrmentation du pH induite par 1a plante dans la

rhizosphère (Foy et . ,â1. , l-965 , L978) , excrétion dragents

chéIateurs, habileté à résister ou à compenser les déficiences en

nutr iments indui tes par  l tAI  (Clarkson,  Lg67i  Foy et  â1. ,  l -978)  '

par exenple, pettersson et aI. (1985b) ont observé que lraluminium

était rapidement pris en charge par Anabaena cyl indrica et guti l

était accumulé dans des granules de polyphosphates après seulement

quatre heures de contact, pour ensuite se fixer sur les groupements

négatifs des murs cellulaires. Même si ces auteurs ont observé ces

résul-tats dans des condit ions ou la chimie était plus ou rnoins

contrô1ée (concentrat ions en A1 ( "190 pM) et  en P ( "  180 pM)

extrêmement élevées), o[ peut tout de même suggérer que
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l raccumulation de 1taluminium dans ces structures agirait conme

mécanisme de détoxif ication.

En plus de fonctionner conme réservoir de phosphore et colnme

source dténergie (Kulaev et Vagabov, l-983), les granules de

polyphosphate peuvent agir conme site dremmagasj-nage pour les

cations mono- et divalents conme If, Mg2* et CaZ* (Jensen et a1.,

l-982). Par contre, i l  ne sernble pas y avoir de compétit ion pour

leurs l iaisons puisque Pettersson et aI. (1985b) nront observé ni

pertes ni variations dans la concentration de ces ions pour les

cellules traitées avec 1rÀI comparativement aux cellules non

traitées. LtAl localisé dans les granules de polyphosphate peut

inf luencer la génération de phosphate et drénergie, varier la

translocation drautres ions ou être relâché et devenir toxigue

quand les granules de polyphosphate sont métabolisées. Un résumé

des effets physiologiques de lraluminium chez les plantes et les

algues apparaî t  au tab leau 1.1.
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L.3.2.2 Facteurs in f luençant  la  tox ic i té  de 1 'a lumin ium

La disponibilité et Ia phytotoxicité de lrAl dépendent de

plusieurs facteurs abiotiques et biotiçfues dont la spéciation et Ia

solubil i té de lralurninium, 1e PH, Ia concentration en matière

orgfanique, Ia concentration des autres cations, anions et sels

totaux dans lreau, de même çIue lrespèce et les propriétés généti-

ques individuelles des plantes (Foy, L974 '  l-984) -

Spéciation et solubil i té

En généra l ,  se lon Andersson ( l -988)  et  Taylor  (L988) ,

Itactivité des espèces monomères inorganiques constitue Ie meil leur

indicateur de la fraction d'aluminium phytotoxique. Des

expériences récentes avgc Allium cepa en solution de culture, êD

présence de substances humiques, ont révélé que les espèces

draluninium monomère labi le constituaient la I ' fraction toxique't

(Berggren et  F iskes jô,  L987) .  cec i  suppor te I t idée que seul  1 tÀI

monomère est toxique pour la croissance des racines (Blarney et al.,

l - 983 ;  A l va  e t  a l . ,  1986a ,b ) .  Dans  A Iva  e t  a I .  ( 1986b)  l a  somme de

I'activj-té des espèces d'À1 monomère était le meil leur indice de 1a

tox ic i té  due à 1 'À1 pour  Ia  fève de soya,  le  c lou de g i ro f le ,  1a

luzerne et l-e tournesol. Par contre lraluminium complexé avec

SOo- ' ,  OH- ,  F -  (Cameron  e t  â1 . ,  1986 ;  K in ra ide  e t  Pa rke r ,  1987b ;

Tanaka et  a1. ,  1-987)  éta i t  moins tox ique que A1*3.  Selon Ie  model -e
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d' in teract ion métaux-membrane décr i t  p lus haut  (L .7) ,  la  tox ic i té

de Italuminium devrait dépendre de la concentration en ions libres

l A l * 3 1 .

Contrairement à Irensemble de ces expériences, dont

lr i-nterprétation simple laisse croire que seules 1es espèces

monomères inorganiques drAl étaient toxiques pour les organismes

aquatiques, des études récentes (Parker et â1., l-989) ont montré

que certaines plantes de blé et de fève soya (lriticum aestivum;

Glycine max) étaient plus tolérantes à Al5* qurà 1a forrne réactive

d'Al polynère. Parker et a}. ( l-988a) sont les premiers auteurs à

avoir vérif ié la toxicité de lrAl polymère dans des condit ions très

contrôIées. Ces auteurs ont constaté que lteffet de lrajout drions

oH- était assez problématique puisque même si lraugmentation du pH

de 1a sol-ution diminue généralement Ia toxiclté, i l  nravait jarnais

été démontré que ce pfrénomène était irnputable à une toxicité

différentiel le entre les espèces hydrolysées mononucléaires, ou

bien si c'était dû à la formation de complexes d'hydroxy-Al

polynucléai res ou de phases so l ides AI(OH)3 non tox iques.  Les

auteurs ont examiné la relation entre Ia spéciation de ltA1 et 1a

phytoxicité dans un système de culture dilué, êt chirniquernent bien

défini,  ou OH- constituait Ie seul agent complexant de I '41.

Ces auteurs ont trouvé guren absence dtAl-polymère,

lraugmentati-on du pH diminuait considérablement la toxicité de

1 'A1,  suggérant  que même s i  À1*3 ntéta i t  pas Ia  seule espèce
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toxique, son activité restait Ie rneilleur indicateur de stress dû

à 1rA1. Leurs résultats nront pas confirné que 1a sonme des

activités drautres espèces mononucléaires étaient reliées à la

prédiction de la phytotoxicité de lraluminium, contrairement à ce

que Alva et aI. (t-986b) avaient mentionné. I ls ont par ai l leurs

démontré que lraluminium pollmère était toxique.

Parker et al. (L988a) ont proposé cinq facteurs qui peuvent

expliguer pourçluoi certains auteurs, dont Àlva et al. (1986b] ' ont

noté une forte corrélation entre la toxicité et 1a sommation des

formes monomères draluminium:

1-) Ia présence de ligands (phosphate, citrate) peut introduire

certaines incert i tudes dâns la spéciation de lraluminiurn;

2) I 'existence drune coll inéarité entre les différentes espèces

mononucléaires: le problèrne de la col l inéarité est

particulièrement sévère dans 1es solutions de sol où À1 dissous

total- est principalement contrôté par 1e pH (Ir lr ight et al.,  l-987).

Pour cette raison, des corrélations signif icatives entre

l t inh ib i t ion de 1ré longat ion des rac ines et  des espèces drÀ1

i-ndividuelles ne signif ient pas réellement une toxicité de ces

espèces (Kinra ide et  Parker ,  1989) ;

3) le choix des constantes therrnodynamiques: Les constantes de

formation récentes pour AIOH,* et AI(OH): sont plus faibles que les

3 9



anciennes, ce qui signifie que les concentrations en hydroxo-

cornplexes draluminium ont pû être sur-évaluées (Kinraide et Parker,

1-989:  vo i r  tab leau L.2 et  f igure 1.4) .  De p lus ces études nront

pas considéré la présence possible drAI13, alors que cette présence

dans des solutions partiellement neutralisées aurait pour effet de

générer une certaine toxicité, Iaguelle serait attribuée par erreur

aux hydroxo-complexes d t aluminium mononucléaire;

4) les différences réelles entre Ia toxicité des espèces

polynucléaires créées par les divers chercheurs;

5) la possibi l i té que lrAl monomère soit,  êD fait,  véritablement

plus toxique c:nez les dicotylédones çfue cnez les monocotylédones.

.:

Selon les résul ta ts  de Parker  et  a l .  (1988b) ,  Ies p lants  de

bIé et de fèves de soya." étaient plus tolérants à l '41*5 Ç[u'5 1rÀ1

pol1nnère réactif ,  cê qui suggère dg= différences physiologigues

fondamentales de Ia toxicité des deux types d'aluminium. De la

même façon, Kinraide et Parker (1989) ont démontré que 1'41*5 était

une substance rhizotoxigue très importante dans 1es sols acides.

Même si À1*3 était en équil ibre avec 1es espèces mononucléaires

comme À1oH2* et À1oH2*, Ia toxicité de ces formes nra pas été

déterrnj-née. Ces auteurs ont noté que les espèces polynucléaires

drAl pouvaient coexister avec A1*3, et une de ces espèces

4104A112(oH)zc(Hzo) . , r7*  éta i t  se lon eux t rès tox ique.

4 0



T a b l e a u  L . 2 : Constantes

l t activité

Kinraide et

dréqui l ibre ut i l isées Pour

des espèces draluminium

Parker, l-989) .

déterrniner

(Tiré de

Constante dréguil ibre (1og K)

Réactions dréguil ibre Parks
( I s 1 2 )

Lindsay Nordstrom et
(Le7e)  MaY ( l -e8e )

A13* +

Al'* *

AI3* +

À15* +

Al3* +

A13* +

caZ* +

l"Ig2* +

H 2 o = À 1 o H 2 * + r f

2HrO = À1OH2* +2H+

3 H r O : 4 1 ( O H ) 3 + 3 H +

4HrO : A1OH4- + 4H* ..

soot- - A1so4*

2SOi?-  :  À l (SOa)2

SOot- : CaSOo

SOo'- : MgSOo

- 5 .  O l -

- 8 . 7 0

- L 5 . 2 0

- 2 3 . 3 0

- 5 . O 2

- 9 . 3 0

- L 4 . 9 9

- 2 3 . 3 3

3 . 2 0

5 .  1 0

2 . 3 r

2 . 2 3

- 5 .  O O

- l _ o .  1 0

- l _ 6 . 8 0

- 2 2  . 7  A

3 . 5 0

5 .  4 0
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et  May  (1989) ;  p -  Pa rks  ( ] � 972 )  (T i re  de  K in ra ide  e t

Pa rke r ,  1989)  -
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Parker et al. (1988a) ont suggéré que }e transport de 1rÀI

dans Ia cellule nrétait pas nécessairement une étape requise pour

lrexpression de la toxicité, êt que les premières Iésions pour-

raient être extracellulaires. De façon sinilaire, Kinraide et

Parker (L987a) ont reporté gue les sels chlorés de Ca, YIg, Sr, K et

Na dirninuaient la toxicité de 1rÀ1*3, êt que les cations divalents

étaient l-O à 1"5 fois plus efficaces que les monovalents lorsque

comparés à la même activité. Ces résultats suggèrent une forte

compétit ion selon Ia valence des cations pour les sites de l iaison

externe, négativement chargés.

' 
Que les formes polynucléaires soient toxiques est consistant

avec les hypothèses décrites plus haut. Mêrne si la pol1mérisation

entraîne une diminution.âe charge posit ive par atome drAl (Smith,

Lg7Li  Hsu,  f 'g77r ,  la  chargfe to ta le  avec des facteurs s tér iques,

peut mener à une fortè aff inité de surface de ces espèces.

Cependant, la forte tai l le relative et 1a forte charge des

pol1rmères vont à ltencontre du transport à travers la membrane

plasrnique.

Pour leur part, Kinraide et Parker ( l-989) rapportent aussi

qu ' i ls  n tont  considéré que les espèces dans Ia  so lut j -on.  Par

contre les extrérnités des racines génèrent un courant drions H*

vers I  t  in tér ieur ,  lequel  a lca l in ise 1 respace l ibre et  une

microcouche autour. Conséquemment, I ' identité quantitat ive des

espèces d'aluminium quJ- font contact avec les membranes plasmiques

. + J



reste inconnue. Selon ces auteurs, Ia considération pratique pour

estimer la toxicité drune solution reste I 'activité de A1*5 lorsçfue

celle-ci peut être déterminée et que lramélioration due à drautres

cations est prise en considération (Kinraide et Parker, L9A7 a).

Par ailleurs, la sonme des activités de AI"5 et des hydroxo-

cornplexes mononucléaires demeure un indice non précis de Ia

tox ic i té  drune so lut ion (Parker  et  a l . ,  l -988 a) .

La plupart des expériences apparaissant au tableau l-.3

suggèrent gue 1a phytotoxicité devrait être induite uniquement par

lraluminium mononucléaire. La non-cert i tude des constantes

dthydrolyse mononucléaire pour Iraluminiurn ont cependant confondu

lt interprétation de plusieurs résultats dranalyse. Lraccord entre

les constantes publiées ést assez faible, surtout pour la forrnation

de À1(OH)2 '  e t  AI (OH)3 (Baes et  Mesmer,  L976) ,  e t  des va leurs

disparates ont été rapportées pour toutes les constantes (Sadiq et

L indsay,  a979)  .

Les expéri-ences à part ir desquelles le protocole de cette

recherche doctorale a été é1aboré apparaissent au tableau 1.3. I1

s'agit pour la plupart d'expériences réa1isées sur des végétaux

s u p é r i e u r s  ( e x p . 2 , 3 , 6 , 7 , 8  e t  9 ) .  C e  s o n t  l e s  a p p r o c h e s

expérimentales décrites dans les expériences '7, 8 et 9 qui

permettent le mieux de différencier entre Ia toxicité relatj-ve de

À1*3,  A lso4*,  A lFx et  A1 polymère.

4 4



ô J ô I N
ç . - f ç

o - o o
o ct l/, u,

û , oe- =-
.- tlt

O > L  L
. '  L J  A  P
u = a v

.  6  L ç  6  . . ' o
N  L O  C  O

ç  p  J  .  ô -  . F
I  C t  F r ( )  ô l ( , ô
L 6  ( , ç O  - 6 U

o
@
L

.* .-
côJ o
è  \ { - l

^c, o
- u r L

N
< ) N

fo
I n

o o Ô

o O. ô,1

h s n

tt ôJ î.1 <t
\ t . + \ : ' h

c>
\o

6 h

. t n

o
t\
t l
n
m

o n
o c o

o o

o\'
d

o

O N
- z @ O Ê { , O

O  O  .  J  O  Q , r O  ( ,
J C  ^ l  o C  !

c 8  e  e - > ' - 8 € E ' l . E p  s É  t p  5 p  E g
. 9 . 5  . k  8 5 - 9 . . 6 r o - ç e o  . F . .
t ô  6 . ;  ( ' o Û O Y L g - - q :  ! 9  e o  e o  e o

B . E  ' a 3  g Ë 3 t ; Ë e E à  S r  S P  Ë 3  Ë 3
s ;  . i i =  ' Ë = è g E ' g ! ' -  6 , a  t '  E , !  6 e
; {  . ç +  É g g È  s  n g  6 €  6 €  6 €  6 €

âfl;l
ËlÉlËl

-o
o

r a o
L € O
o o \
L

@ - O
a l s

@
e o .  o
C ' T

a P  o
! o

6 6  d '
L l'- .y
c c o  L

. - c À  €
Y -  o

f l 5 1
.:t .:l
u l L  u l L
ol lo ol  { ,
ûrl- qrl J
o l >  @ l >

F F

5 1 .  5 t .'61à 'ôl à';l . :l .
F I J  F I J

o^
@
o\

r C À
L a O( , o \
L

o rÀ
u ;
c,
{,, o

€ Q '
L J

v c

-.;
o l

5t hl çl 5l
{rl Ol '-l ol

El _r =l blbl
t l  o'rr >r Ël'ol @

ËlËlÈl Ft ëlËl E
51.;l ol ! l  el ol -oor.trl or bl .31 E

= l  - l  À l

@
-o

o @
o.

C e
o
6 Q )
L
o 6

! @
o o .

c e

\o
ao
o. .o

cO
r C ^

6 i

o 6

c 9
o o
L
o c
e c
o f
O O

o

o
s

6
c o t
o c
9 Q
o o
o c
c
o û

J A )
. o !

J

ol xl
6 l  c l  o l J

€l ErÈl ,tE'51 PlËl3l=
cl '- l ol cl ogl E:lEl:
d Ël9l Ê

-o.o
cOô

Ë

6

ru
o
o
6
6

o
L

o

@

o

o
!
"c,

o
x
o

o

L

a

û{,
c
o
orc,
L

o
o

!

.4,

i
o
q,

o

c
o,

L.o,

c'
û
q,

r0,
c
c
o
!

a)
o
o
o
c

.o

{
E

m

=
a
o

n
o



Selon Ies résultats des expériences qui apparaissent au

tableau 1.3, si les espèces mononucléaires drAI seules étaient

considérées, on pourrait généraliser que Ia complexation améliore-

rait Ia toxicité, que ce soit par 1e ligand sulfate (Kinraide et

Parker ,  L987bi  Cameron et  â1. ,  L986) ,  f luorure (Cameron et  â1. ,

l -986) ,  ou hydroxy (Parker  et  a I . ,  3-988a) ,  ou par  un ac ide organique

( H u e  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .

pH

En milieu naturel de fortes concentrations en À1*3 sont

souvent accompagnées par de fortes concentrations en If et on a

établi  une corrélation entre un bas pH et la toxicité de ltÀl lors

dtexpériences en agriculture (Kinraide et â1., 1985). Cependant'

conme H* peut être toxique par tui même, i l  est diff ici le de

connaître 1a toxicité réelle due à lrAl seul. Des effets directs

de la toxicité de lr ion H* ont été.observés sur All ium cepa dans

des solutions de pH

toxicité due aux ions hydrogène sur les racines de coton a aussi

été observée à pH < 4.25 (Howard et  Adams,  l -965) .

Matière orqanique

Tel que mentionné plus haut, la présence de matière organigue

solub1e,  spécia lement  drac ides fu lv iques,  en so lut ion de so l ,

inf luence la distr ibution de 1'alumini-um entre ses différentes
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fractions (Berggren et FiskesjÔ, 198?). Selon ces auteurs' lorsque

IrAl était complexé à ta matière organique, aucun dommage sur les

racines de Allium cepa ntétait détecté. Les acides humiques

semblent aussi prévenir la toxicité de 1rA1 pour la luzerne

(Medicago sativa) dans des mil ieux de culture (Brogan, L967).

Hornstrom et al. (1984) ont aussi observé que Ia présence drhumus

diminuait les effets de 1!Àl sur Ie phytoplancton par sa capacité

à réduire le taux de précipitation du phosphore dans le rnilieu de

culture.

Hue et a1. ( l-986) ont démontré que tractivité de ltAI*3, ou Ia

phytoxicité de 1r41, était aussi affectée par la présence dracides

organiques de faible poids moléculaire. Dans un mil ieu

expérimental avec du cotdn (Gossvpium hirsutum), 1es acides organi-

ques se sont groupés en trois catégories selon leur capacité à

détox i f ier  l tA l  (1)  for t  (c i t r ique,  oxal ique,  tar tar ique)  (2)

in termédia i re  (mal ique,  na lonigue, .  sa l icy l iç Iue)  et  (3)  fa ib le

(succiniÇlue, tactigue, formigue, acétiÇlue, phthaliçIue) (Hue et aI.,

19g6) .  De p lus Ia  présence de c i t ra te dans Ie  mi l ieu a semblé

préveni r  la  tox ic i té  de 1tA1 sur  Ie  mais (Bar t le t t  e t  Riego,  L972)  '

le  r i -z  e t  le  b1é (Kinra ide et  â1. ,  l -985) .  Cependant '  conme

exception, des effets toxigues sévères de citrate et de tartrate

d'aluminium sur la luzerne ont été reportés par Mclean et Gilbert

(Lg27). Pour leur part, Ies agents chélateurs synthétiques

(EDDHA, EDTA) détox i f j -a ient  A1 (Clarkson,  1966)  .



L . 4 Concept et démarche expérimentale

1 . 4 . l - Le modèIe drion libre et son applj-cation au cas de

l  I A I

Dans lr lntroduction nous avons drabord considéré les

interactions métaux lourds/f/organisme (section L.2l ' en

développant le concept du rrmodèle drion l ibrer' ;  dans un deuxième

temps nous nous sonmes concentrés sur un seul métal' 1rÀI' en

considérant son comportement géochimigue et sa toxicité chez les

plantes. Maintenant, oD peut se demander si la toxicité de

ltaluminium cadre avec le modèle simple drinteraction des métaux
. ,

avec  des  o rgan ismes  v i van ts  ( sec t i on  1 .2 .1 ) .  S i  on  s ren  t i en t  au

rrmodèle de toxicité d" 1r ion l ibrerr oir la réponse biologique est

proportionnelle à la concentration des complexes de surface [Mz*-L-

cellu1el (voir équation L.7') ,  Ia réponse biologigue des organismes

aguatiques devrait être prédite par la concentration de lr ion

aqueux À1*3 (Cameron et  a1. ,  l -986;  K inra ide et  Parker ,  1989) .

11 faut  s ignaler  d 'abord gut i l  nrex is te dans 1a l i t térature

que très peu de données valables pour répondre à cette question:

dans 1a presque total i té des études toxicologiques on a négligé

certains aspects de Ia chimj-e de 1 taluminium en solution aç[ueuse

(ex . :  sa  so lub j - l i t é  l i n i t ée  en t re  pH  5 .5  e t  7 .O ;  1a  l en teu r  de

4 8



certaines de ses réactions (polymérisation, précipitat ion), sa

tendance à forrner des espèces métastables et sa tendance à sradsor-

ber (Burrows, Lg77l. Par ai l leurs, les quelgues résultats uti les,

obtenus pour différents organismes (bactéries, algues, amphibiens

(oeufs), poissons, végétaux supérieurs) semblent parfois con-

tradictoires et nrassocient pas toujours Ia réponse biologique des

organisrnes aquatiques à la concentration de 1r ion aç[ueux A1*3

(tableau 1.4). On doit mentionner ici que Ia forte variabi l i té

entre les résultats nrest pas spécialement attribuable à la gamme

drorganismes tests étudiés.

Les résultats qui apparaissent au tableau l-.4 sont présentés

selon un ordre chronolonrt*". Dans tous les cas où la toxicité de

l f  a lurn in ium organique a été testée (exp.  1 ,  2 t  5  et  7) ,  on lu i  a

attr ibué une toxicité relativement faible, même si les résultats

proviennent de tests effectués sur des organismes différents

( t ru i te ,  a lgue,  va i ron,  bactér ie) .  De 1a même façon,  1à ou les

comp lexes  A l -F  on t  é té  tes tés  (exp -  1 ,  2 t  3 ,  4 ,  5  e t  8 )  '  on  a

considéré gue sous cette forme, lraluminiurn était moins toxique que

la forme monomère libre ou le complexe A1OH2*. Ces observations

sont partagées par tous les auteurs cités au tableau a.4, à

l 'except ion de Clark et  LaZer te (1985)  (exp.  4)  gu i  nront  pas

observé de toxicité différente entre ces forrnes pour 1es oeufs

d I  amphib iens.
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En ce qui concerne I 'effet du pH sur Ia toxicité de I 'alumi-

nium, les études montrent plus drinconsistance. Cette constatation

est peu surprenante étant donné que la concentration en ions If

peut affecter 1a solubil i té de Iraluminiun, sa spéciation en

solution et sa prise en charge biologique. 11 peut aussi se

produire une réponse physioLogigue par laquelle de faibles pH

prédisposent 1 I organisrne à des ef fets de 1 | aluminiurn et que les

effets observés avec lraugrrnentation du pH soient drune certaine

façon indépendants de la variation de la spéciation de lraluminium.

Règle générale, selon quatre expériences récentes (tableau

i - .4 :  exp.  S,  ' I  
,  8  et � ' i  57,  la  tox ic i té  de l ra lurn in ium semble

sraccorder au modè1e drion l ibre éIaboré plus haut. Par contre,

certains des résultats présentés au tableau L.4 (surtout pour les

expériences 2, 3, 4 et 6) contrastent nettement avec ceux observés

pour dtautres métaux et ne semblent PaS, à première vue' cadrer

avec Ie modèle simple é1aboré plus haut.
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t . 4 . 2 Examen détai l lé et approfondi des cas drexception

apparents (algues)

Etant donné çIue les recherches réalisées dans le cadre de

cette thèse ont porté exclusivement sur les algues, iI inporte de

considérer en détail les cas dtexception apparents qui touchent ces

c ib les b io log iques ( tab leau L.4,  exp.  2  et  3) .  Rappelons ç Iue le

contrôle inadéquat de Ia chirnie des solutions et indirectement de

la spéciation de Iraluminium peut engendrer des conclusions

erronnées. On sait que les études antérieures à æ 1980 et drautres

plus récentes portant sur lreffet de traluminium sur Ia croissance

diralgues avaient été faites en employant un milieu de culture

standard (Foy et  a l . ,  L9721 Burrows,  L977;  Pet tersson et  a1. ,

1"985a,b) .  Ces mi l ieux;cont iennent  en généra l  des phosphates,

si l icates, agents complexants, hydroxyde ferrique colloidale et

drautres constituants pquvant réagir avec ltaluminium, et de cette

façon diminuer sa toxicité en le rendant moins disponible: i I  en

résulte que 1es calculs de la spéciation de ltaluminium dans de

tels rni l ieux sont presque irnpossibles à faire.

Ains i ,  dans I 'expér ience 2 Pet tersson et  a1.  (1985a)  at -

tr ibuent à la forme A1(OH)r* une plus forte toxicité qurà f ion A1*3,

mais i1s ont pratiqué leurs expériences dans un mil ieu qui

contenait à l-a fois des phosphates, de 1 'acide citr j-que et de

I 'EDTA. De p1us,  1es concentrat ions en Al  u t i l isées dépassaient

l a rgemen t  l es  l im i tes  de  so lub i l i t é  de  l rA l  à  pH  6 .0 .  Pa r

5 2



conséquent, les auteurs nrauraient pas dû suggérer que Ia forme

À1(OH)r* soit la for:me toxique puisguri ls travail laient en présence

drautres formes quti ls ne connaissaient, ni ne contrôlaient.

Les résultats de lrexpérience no. 3, réalisée par Hell iwell

e t  a I .  (1"983)  ,  sont  p lus d i f f ic i les à " re je terr r  -  En ef fe t ,

concients du danger de garder du phosptrore dans leurs milieux

drexposition, ces chercheurs ont contourné ce problème en effec-

tuant des mesures du taux de croissance dans une eau dure synthé-

t ique, l ibre de mil ieu de culture. I ls ont travail lé sur la

spéciation et sur la toxicité de lraluminium dans une eau dure

synthétigue afin de pouvoir associer lrespèce (ou les espèces)

physico-chimiques draluminium à la toxicité observé sur Chlorel la

pyrenoidosa. Même s' i ld ont démontré lr importance de la présence

de l igands sur la réponse biologique observée (tableau 1.5), i ls

ont aussi travaillé à des concentrations très éIevées en A1 et à

des pH près de Ia neutralité. A partir de mesures du taux de

cro issance dans les so lut ions dra lumin iurn de pH 5.8 à 6.2 '  où la

concentration des formes polynucléaires passait par son maximum

(figure 1.5), et en soumettant ces résultats à une analyse

statist iÇlù€, Hell iwell  et al.  (]-983) ont avancé que la toxicité

v is-à-v is  de l ra lgue test  é ta i t  fonct ion de l ta lumin ium lab i le

plutôt que de lraluminium total. Se1on les auteurs, ces résultats

indiqueraient que le polymère par lui-même ne serait pas toxigue

(Florence,  1991,  communicat ion personnel le)  .
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T a b l e a u  1 . 5 : Effet de lraluminium en présence ou non de dif-
férents ligands sur le taux de croissance de
Chlorella pyrenoidosa dans une eau dure
synthétiçfue, à pH 5.2 et contenant 1. ]- tt'YI
draluminium total (t iré et adapté de Hell iwell  et
â1., L9B3). La concentration en ÀI*5 est calculée
à partir du progranme I.IINEQL. (---- signifie que
les données nécessaires au calcul nrétaient pas
disponib les) .

LIGÀNDS
l n g '  L - 1 1

À1 IÀBILE
UESURÉ t,rul

[À l t * ]
cALcuLÉ tpl{l

TAUX DE CROISSANCE
(* t€rrpin)

Sans

Acide salicyl iÇluê, 5. o
Acide fulvigue, l-0. 0
Acide tannigue,  4 .0

POo'3,  LO5 tpMl
F - , -  5 3  t p M l
So." - ,^1o0oo tpMl
s io3-"  79 tpMl

o . 7 6

o . 9 2
o .  6 3

o . 3 7
o .  3 1
o .  8 3

o . 2 2

a . 2 6
o .  l _8

o.  l_1
x o
o.  t -2
< 0 .  0 6

4 8

8 5
8 5
l_l-3

L 2 s
62
5 0
1"16

Lreffet de dif férents t igards sur [a tJUit iaé de ttatuninirrn est démontré sur ce tabteau. Les vateurs drAt
tabite mesurées rendent compte de Ir inportance de ta coçtexation de certains t igands pour I tAt. Ators que tes
sutfates et tracide saticyt ique affectent peu ta tabi l . i té de trAt, tes acides tannicpes, les sit icates, tes
ftuorures et tes phosphates sty curptexent grandement et inftuerrcent sa tabit i té vis-à-vis du réacti f
cotorinrétr ique, le pyrocatéchot viotet.(PCV). On se rend coopte ators que ta concentrat ion nominate en At
uti t isée dans-un àit ieu contenant des t igands organiques ou inorganiclres, nrindique en r ien sur ta
biodisponibi t i té chimique de t !atuninitrn.

Par ailteurs, tes concentrations en aLuninirm tabite nesuréesne réftètent pas rÉcessairement [a portion toxique
de lratuniniun pour Chtoretta pvrenoidosa. Par exerçte, nrêrne si ta concentration en At Labite nnsurée est
sr4Érieure en présence d'acide saticyt ique (0.92 Étl) que sans acide (0.76 d{), ta croissance de tratgue nty est
pas ptus affectée- Au cont.aire ette est augrnentée par rapport au mitieu ne contenant pas de tigand, ce qui
suggère quren préserrce dracides sal.icytique, futvique et tarnique, tratuninirrn se retrouve so{.rs une fonre non
disponibte pour les atgues et conséquerment affecte npins teur taux de croissance. Inversement, ators que [a
concentration en At Labite mesurée est selrbtabte en présence de phosphates et de ftuorure, [a forme ftuorép.
searbte ptus disponibte et toxique pour tes algues que ta fonne phosphatée. En réswÉ, ce tabteau dânontre "'

qr,rg.ta mesure de ta forme tabite en atuniniun ntest pas un bon indice de ta toxicité de ttatuniniun présent et
( l ldue 

les conptexes dtatuniniun avec [ep.i . t- ipate, te phosphate, ou tracide tannique n'affectent pas ou peu la
croissance de Chtoretta py!æiCag_e, "t  

( l tB" [e f tuorure et [e sutfate offrent peu de protection à ttatgue.

La concentrat ion en At+3 catcutée à part ir  des concentrat ions mesurées en Al labite nontrent âussi quretles ne
sont pas ret iées di[ectement à ta toxicité. Par exerçte, te f tuorure conptexe tout t tatuniniun, diminuant ta
concentrat ion en At 'r  à des niveau6 très bas (<0.0 pl{),  mais ta croissance de t 'atgue est néarrnoins beaucotp

affectée. De même, ators que tAt+51 est senbtabte en présence de tracide saticyt ique ou non, ta toxicité de
lrAt ssiavère beaucoup ptus inportante dans te mit ieulyns acide saticyl ique. Crest te même phénoÈne qu'on
observe en présence de phosphaie et de sit icate, où At 'r  cal.cuté est senÈtabte srais tes effets sont deux fois
ptus inportants en présence de sutfate coaparativernent au phosphâte.
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À Ia f igure L.6,  la  concentrat ion d 'a lumin ium lab i le  requise

pour réduire de 50 Z le taux de croissance est présentée en

fonction du pH. Des expériences avec des solutions libres dralumi-

niurn ont démontré que des variations de pH dans la gamme 4.9 et 7.L

nravaient que peu dreffets sur la croissance algale (données non

présentées). En comparant Ia courbe de toxicité vs pH (f igure r.a)

avec la distr ibution drespèces de la f igure 1.5, Ies auteurs ont

conclu que les espèces labi les, À13*, À1(oH): et A1(oH)r,- ne contri-

buaient pas de façon signif icative à la toxicité de lraluminiun

pour Chlorella pyrenoidosa. Des fonctions de toxicité générées par

un ordinateur ont montré une plus grande correspondance avec la

courbe expérimentale lorsgue A1(oH)2* était considérée comme étant

la rrseule espèce toxiquen. Ces auteurs considéraient alors que les

expèces tox igues éta ient  A1(OH)2* ou une combinaison de A1(OH)r*  e t

A1 (oH) 2* .

Une tel le conclusion va complètement à lrencontre du modèle

d ' in teract ion métaux-a lgues décr i t  dans }a sect ion L.2.L,  où la

tox ic i té  est  re l iée à Ia  concentrat ion de I ' ion méta l l ique l ibre

( ic i :  À1*31 et  se lon lequel  on ne peut  par ler  dr r respèce tox iquer l

(toutes les espèces monomères étant en équilibre avec eI1es-mêmes

aj -ns i  guravec I tespèce Al -X-ceI lu le)  .
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Selon les auteurs (Hel l i -wel }  e t  a l . ,  1983) ,  pour  qurune tox i -

cité sélective de A1(oH)2* se produise, i l  faudrait que les formes

AI3* ,  À l (oH)z*  et  a t1on12* ne so ient  pas adsorbées par  l ta lgrue ou

qurelles le soient égalenent. Ceci semble peu probable. 11 est

connu que lréguilibre entre ces forrnes est établi rapidement

(Sni th ,  L97L;  Baes et  Mesmer,  L976;  Plankey et  â I . ,  l -986)

probablernent plus vite que lrexpression de la réponse biologique

(Wilkinson et a1., 1-990) et une prise en charge sélective de

Àf(OH)r* d" cette solution par adsorption sur lralgue mènerait à une

re-éguilibration rapide des formes ci-haut mentionnées. La dite

toxicité sélective de AI(oË)r* nécessiterait alors que t.a toxicité

de 1r aluminiun soit déter:minée non pas selon I I approche themoôy-

namique dr équilj.bre chimiques, nais ptutôt selon un modèl,e

cinétique. En drautrps termes, 1a toxicité de lraluminium

srexprimerait au fur et à mesure que l 'aluminium se l ierait à Ia

surface a1gale (Ia l iaison de Iraluminium provoquerait une réponse

biologique instantanée et irrévoquab-le)...  et i l  faudrait postuler

que 1a forme At(OH)r* réagisse plus rapidernent que toutes les autres

formes de ltaluminium. Crest pourquoi de tels résultats ne doivent

pas être interprétés comme étant la conséguence dtune plus forte

toxicité ou drune plus grande disponibi l i té des hydroxy-complexes

d 'a lum in ium (Nev i11e  e t  Campbe l l ,  L988 ) .

La seule conclusion que lton peut t irer des résultats de cette

étude, est que Iralurninium dissous pourrait être hauternent toxigue

pour 1es algues, et peut-être pour drautres organismes, dans les

5 8



eaux naturel les légèrement acides et pauvres en matière organique

et en éIéments nutri t i fs comme les phosphates et les si l icates-

@

Conme il lra éXê dérnontré dans ce premier chapitre,

1révaluation de Ia toxicité de lralurninium en mil ieu acide sravère

assez complexe. Nous tenterons dans les prochains chapitres de

vêrif ier la capacité du modèle dr ion l ibre pour expliquer 1a

toxicité et la bioaccumulation de lraluminium en contrôlant le plus

possible les pararnètres biotiques et abiotiques qui sont influencés

par le pH. Le chapitre 2 décrit  en détai1 ta rnéthodologie et le

natériel ernployés pour cette recherche. La mise au point du mil ieu

drexposi t ion et  1 ,évaluat ion des ef fe ts  du pH sur  Ia  cro issance de

Chlorel la pyrenoidosa constituent Ie chapitre 3. Dans 1e chapitre

4 | nous avons évalué les ef fets d.u pH sur les interactions

métaux/membrane 1 en t i trant les algues et en quantif iant les

l igand.s (L- )  présents sur  la  sur face ce l lu la i re ;2 en mesurant

1 | ad.sorption d I un rnétaI (Mn) dont 1a spéciation ne varie pas dans

1a g:amme de pH étudiée (7-- .5) ;  e t  3  en évaluant  les ef fe ts  du pH

sur 1a perrnéabil i té membranaire.

Crest  dans 1e chapi t re  5 que l 'éva luat ion de la  tox ic i té  de

r 'a lumin ium en f  onct  j -on d.e sa spéciat ion est  réa l isée.  T.co is

formes d. 'a lumin ium ont  é té testées:  a lumin ium monomère inorganigue,

a lumin ium polyrnère et  a lumin ium organique.  Le concept  de

5 9



compétition H*741*3 au niveau d.e Ia membrane a été considéré. Le

chapitre 6 vise à rel ier Ia toxicité de Italuminium à sa

bioaccumulation, à ses interactions avec le rnétabolisme du

phosphore, à ses effets sur le volume cellulaire et à ses

influences sur la perméabilité membranaire. Enfin Ie chapitre 7

synthétise toute lrinformation présentée dans Ia thèse et amène des

avenues de recherche gui resteraient à être explorées.
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CHÀPITRE 2 : },TATÉRIEL ET MÉTHODES

Ce chapitre décrit frapproche extrlérinentale et les techniques

de base utilisées dans les expériences présentées dans les

chapitres suivants. Une description spécifique et plus détailIée

apparaît dans la section |tMatériel et méthodesil de chacun de ces

chapitres.

2.L Approche généra1e

Ltapproche expérimentale implique des mesures parallèles de

spéciation draluminium et de biodisponibi l i té draluminium (bioac-

cumulation/toxicité) dans des solutions synthétiques de composition

connue  (va r iab les :  [A f ] r ;  pH) .

2 .3 - .L  Spéc ia t i on  de  l t a lum in ium

La détennination de Ia spéciation de lraluninium est réalisée

selon deux approches différentes mais complémentaires (Florence et

Bat ley,  l -98o ;  F lorence,  L9B2;  Carnpbel l  e t  Tess ier ,  l -988 )  ,  1  I  une

expérimentale et lrautre théorique.

1- La méthode expérimentale irnplique la détermination des proprié-

tés phys iques ( ta i l le)  e t lou des réact iv i tés ch imiques (c .a.d.

comportement  dréchange ion ique)  de l ra lumin ium. Ains i ,  pour

déterminer la spéciation de 1 raluminium, des techniques
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expérimentales (f i l trat ion, échange d' ions, chélation-extraction)

sont utilisées pour estimer les contributions relatives de

lralurninium inorganique dissous, organique dissous et de

1|a lurn in ium col lo ida le (Campbel1 et  â1. ,  1983;  Dr iscol l ,  1984t

L a Z e r t e ,  L 9 B 4 ;  S e i p  e t  a 1 . ,  L 9 8 4 ) .

2- La méthode théorique consiste en calculs thermodynamiques

inpl iguant  l ru t i l isat ion des concentrat ions to ta les ( [M]r  IL ] î ) ,  du

pH et des valeurs publiées des constantes de stabilité qui servent

à calculer la contribution à I 'éguil ibre des di-fférentes espèces

(Jenne,  L979) .  Un modèIe dréqui l ibre ch in ique (ex. :MINEQL-WestaI I

et aI.,  L976) est uti l isé pour calculer la spéciation théorique de

Italuminium, soit la distr ibution de lraluminium panni s9s

di f férentes formes inorganiques (41*3,  À1(oH)" ,  À lFx,  AIn(oH)n) .

:

2 .1 .2  B iod i spon ib i l i t e  de  I '  a lum in ium

La b iodisponib i l i té  de l ta lumin ium est  évaluée par  I 'u t i l i -sa-

t ion drune a lgue unice l lu la i re  (Chlore l la  pvrenoidosa)  sensib le  à

1 'a lumin iun (He1l iwel l  e t  a1. ,  l -983)  en su i -vant  son accumulat ion et

ses ef fe ts  sur  I t inh ib i t ion de sa cro issance.

Les bioessais sont réalisés en rni l ieu synthétique défini

(  tÀ11 ,  pH ,  [F ] . . .  )  .  Une  a t ten t i on  pa r t i cu l i è re  es t  po r tée  pou r

différencier entre les chanqements survenant dans 1a solution

expérimental-e, c.-à-d. les changements de spéciation, et ceux qui



surviennent à l t interface biologique (e.g. changements de 1a chimie

de surface, de la perméabilité de membrane). La contamination et

les pertes en aluminium par précipitati-on ou par adsorption sur les

parois de contenants sont minimisées.

Les cellules sont préIevées de leur milieu de culture tôt

pendant la phase exponentielle de croissance (réserves intracellu-

Iaires en éIéments nutritifs suffisamment é1evées pour pernettre

une croissance soutenue dans le milieu contenant lraluminium, qui

ne peut contenir des phosphates ni des silicates), et la croissance

est évaluée pendant 5 jours (He1liwell  et al-, 1"983) -

puisguri l  convient de faire varier la spéciation de lralumi-

nium inorganique en changieant 1e pH (Hell iwell  et â1., 1983; Clark

et LaZerte, 1985) on a.3it se préoccuper de lr inf luence de ces

changements de pH sur 1 | i-nterface biologique elle-même (Peterson et

â1. ,  l -984;  Campbel l  e t  Stokes,  l -985) .  Pour  évaluer  l r impor tance de

cet effet chez les algues unicel lulaires, oD Y fait varier Ie pH

dans des expériences de contrôIe (sans Af) et on suit la

perméabil i té des cellules (sorbitol-14C) et les propriétés de

surface (en employant conme indicateur les ions Mn*2 dont Ie

pourcentage drion l ibre ne change pas dans la ganme de pH 4.5 à

7.0) .  De p lus on ef fectue des t i t rages des suspensions d 'a lgues

(Stary et  a I . ,  l -983)  af in  de caractér iser  les propr ié tés ac ide-base

de Ia surface alga1e. De la même rnanière, oD évalue lt inf luence de

changiements de pH sur le taux de croissance de lralgue test. Les

expériences décrites perrnettent de vérif ier 1'applicabil i té du

modè1e  d ' i n te rac t i on  A1(OH) , " ,  +  ce l l u le  a lga le -
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2.2  Ana lyses

2.2 .L  Généra l i tés  ana lYt iques

Sauf avis contraire, Ies réactifs utilisés dans la présente

étude sont de grade analytigue. Lreau ultrapure employée pour Ia

préparation des solutions de réactifs ou drétalons analytiques

provient drun système conmercial (l{illipore Milli Q3-RO/l'tiIli a2) -

Ce système inplique drabord de lrosmose renversée, suivie de

1réchange ionique, dtun traitement au ctrarbon acti f  et drune

f i - I t ra t ion f ina le (o.2 Pn)  .

. Afin dtéviter la contamination en aluminium par Ia verrerie'

seule la vaisselle en polyéthylène, êl polypropylène ou en TeflonR

est employée. Àvant son-utilisation, elle est mise à trernper dans

de 1 'ac ide n i t r ique d i lué (2OZ v/v ;  24 h)  e t  ensui te  e l le  est

r incée 6 fois à l teau désionisée puis f inalement 3 fois à lreau

ultrapure.

Aucune

détectée (<

Le tableau 2.1- décrit les rnéthodes analytiques employées pour

mesurer les différents paramètres dtintérêt dans la présente étude.

contamination en aluminium et en manganèse nra été

3 ttg' L-l  A1; < o.L pg' 1,-1 l ' tn1 dans 1es soLutions.
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Tableau 2.1- Résumé des méthodes analytiques

laboratoires de IrINRS-eau (Tiré

l -e8e)  .

employées dans 1es

de Campbel l  e t  â I . ,

Paramètre Méthodes analYtigue

Carbone organique

pH

Al total

Al dissous

Al monomère total

AI monomère organlgue

Phosphore

Conversion en CO, par digestion humide en
rnilieu oxydant êt sous irradiation UV,
puis mesure de conductivité aPrès
Lonrbinaison avec une solution de NaoH
dans un autoanalYseur.

Mesure par électrode sélective aux ions
If .  Etalonnage à 1r aide de solutions
tampon couunerciales.

l . I e s u r e  p a r  s p e c t r o P h o t o m é t r i e
drabsorption atomique au four de graphite
après acidif ication de o.5? V/v avec de
lracide nitr ique ultrapur (Ultrex).
Etalonnage à l taide de di lut ions drune
solution étalon commerciale draluminium.

'comme dans le cas précédent sauf que Ia
port ion d'échanti l lon est f i l trée sur
membrane de polycarbonate (O.40 pmt

_,. Nuclepore) avant I I  acidif ication.

Filtration sur membrane de polycarbonate
(O.4Opn;  Nuclepore)  et  réact ion avec le
catécho1 violet à pH 5.6, puis mesure de
lrabsorbance du complexe formé à 590 nm à
1 ra ide drun autoanalyseur .

Comrne dans 1e cas précédent sauf que
1réchanti l lon est passé sur une colonne à
échange de cations avant Ia réaction
colorimétrique.

Oxydation du PhosPhore total en
orthophosphates dissous; forrnation drun
compJ-èxe phospho-molybdate dtantimoine;
formation drun complexe de couleur bleu
après réduct icn à l rac ide ascorb ique;
mesure colorimétrique par autoanalyseur
Techni-con.
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2 .2 .2  Spéc ia t i on  de  1 'a lum in ium

La solution est dIabord filtrée sur une membrane en

polycarbonate (O.4 pm Nuclepore; membrane rincée au préalable à

lteau ultrapure) ce qui permet de dist inguer lraluminium total et

lraluminium dissous. Cette procédure a déjà été testée pour son

efficacité (pas de pertes draluminium ni de contamination: Carnpbell

e t  a l . ,  l - 9 8 3 ) .

Dans un deuxième temps la contribution de formes monomères et

pol1nnères de Ia solution est déterrninée pour connaître Ia

spéciation chimique de ltaluminium. La technique utilisée

srinspire de celle décrite dans Rogeberg et Henriksen (l-985) et

uti l ise 1réchange cationique pour différencier 1'alurninium

inorganique de lraluminium associé à la matière fulvique ou humique

(Carnpbe l l  e t  â1 . ,  l - 983 ;  1989 ;  D r i sco l l ,  l - 984 ) .  L ' a lum in ium es t

dosé par spectrophotométrie drabsorption atomigue au four de

graphite (41 total; AI f i l trable) ainsi que par colorimétrie.

Cette dernière étape irnpligue la réaction de lralurninium avec le

catécho1 violet, ur réactif  colorimétrique Çlui, à pH 5.6 et pour de

courts ternps de réaction, Dê réagit guravec ltaluminium rnonomère

(Dougan et l i l i lson, L974).

Cette approche analytique permet de différencier entre

I t  aluminium part iculaire, I  I  alumj-nium dissous monomère ( i-norganigue
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ou organ ique)  e t  l ta lumin ium co l lo rda l  ou  po lynuc léa j - re .  Le  schéma

ana ly t igue es t  p résenté  à  la  f igure  2- t .

La distr ibution de 1'aluminium, parmi ses différentes formes

inorganJ-ques monomères, est calculée à part ir des valeurs de pH, de

[F] ,  e t  de [SoaJ1,  à I 'a ide drun modèle mathémat ique rendant  cornpte

des éguil ibres chirniques inpl iqués (Westal1 et al.,  :-.976; Campbell

e t  a l . ,  1982;  1984a,  b) .  Le modèIe mathémat ique t ient  compte des

formes draluminium sui-vantes:

aquo ron

hydroxo-complexes

fluoro-complexes

:

su1 fato-complexes

précipité d.r hydro-
xyde d 'a lumin j -um

A1*3

À 1 o H * 2 ,  A 1 ( O H )  z * ,
A1 (oH)  4 -

A1F*2, A1F2*{ Al-F3,
Ar  F4-J  A I  F5- '  '
A lF6- '

A 1 S O 4 " '  À 1 ( S O a ) 2

A 1  ( o H ) ,  ( s )

Notons que cette l iste ne comprend pas de complexes

polynucléaires ni de complexes organiques. Nous avons donc employé

1es va leurs d 'a lumin ium inorganique monomère comme données drentrée

pour 1e modè1e mathémati-que. Les résultats numériques a j-nsi

obtenus, quoique tres révéIateurs, doivent être considérés

prudemment  à cause de I ' impréc is ion l iée aux données

thermodynamiques de base (Nordst rom et  â1. ,  1979;  Schecher  et

Dr j -sco11 ,  1_987)  -
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Echant i l lon  dreau
(non f i l t ré)

acidif ication
( 0 . 4

dosage Al total
( a a )

1 dosage
Al f i l trable

(aa )

complexation
catécho1 violet

( p H  5 . 6 ;
autoanalyseur)

échange
cationique
(colonne)

2 l
I

' dosage
AI monornère

(colorimétrie)

: 3

Déductions possibles

1 41, : g1 total
2 AI f i l trable : A1 dissous
L-2 AI part iculaire

cornplexation
catéchol violet

( p H  5 . 6 ;
autoanalyseur)

t -
I
I
I

dosage
A1 monomère
organigue

(colori:rÉtrie)

4
3 Alcu : A1 monornère
4 Al.u* : A1 monomère
2-3 A1 polynucléaire
3-4 (AIcv) - (AlcvR) : A1

(inorganigue. + organiçIue)
organique

monomère inorganJ-que

F i g u r e  2 . 1 : Schéma analytique pour déterminer la

spéciation de 1'aluminium (voir Rogeberg et

Henr iksen,  1"985) .  (aa:  spectrophotométr ie

drabsorpt ion atomique au four  de graphi te) .

T i ré  de  Campbe l l  e t  a I .  ( 1989) .

filtration
pm; Nuclepore)

acidif ication
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2.2.3 Analyse de l ra lumin ium et  du manganèse

Àluminium total et dissous

Lraluminium total ainsi que Iraluminium dissous sont mesurés

par spectrophotométrie drabsorption atomique au four de graphite

( spectrophotomètre Varian, série SpectrÀÀ-3 0 ; f our-échantillonneur :

GTA-96). Les échanti l lons sont préservés au préalable à 4"C au

réfrigérateur après acidification avec O.5? de HNO3 concentré

Ultrex dans des bouteilles de polyéthylène.

Le progranme utilisé pour Ia mesure

longueur  dronde:  309.3 nm

fente: O. 5 nin

courant  de la  lamPe:  5.O mA

calibration: absorbance

gaz por teur :  Argon (Normal) ,

correcteur de bruit de fond:

conc.  /  O.25 PA.  L25 t tg 'L-1

est Ie suivant:

azote (Alterné)

o f f

Etape T e m p .  ( ' C ) temps (s) débir type ldre

l-
2
3
4
5
6
7
I
o

7 5
t-oo
t -50
t -ooo
t -000
1 0 0 0
2500
2500
2550

5
3 0
2 5
5
l_0
2
L . 2
1-
2 N

3
3
3
3
3
o
o
0
3

Alt
Alt
A1t
N
N

OLTI
OUI
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Un modificateur de matrice est utilisé pour empêcher

Ir interférence rnajeure due à la précipitat ion de I 'aluminium sous

Ireffet de la chaleur sous Ia forme de AIzOj. I€ modificateur

uti l isé vise à complexer lraluminium. I1 sragit drun mélange de

Triton X-1OO et de EDTÀ qui pernet lratomisation à plus faible

température.

Cette technigue permet une linite de détection de 3 ttg'L-1

dfaluminium. La glatrlme de travail se situe entre 3 et 25A pg'L-1

drÀ1. Selon lrexpert ise du laboratoire de IrINRS-eau, la précision

de la rnéthode est de 22 à une concentration de 23.5 Pg'L-1 et Ia

justesse égale 48 drécart à une concentration de 23.5 ttg'L-1 . Les

échantillons certifiés utilisés sont le SLRS-I- du CNRC. La valeur

cer t i f  iée est  de 23.5 + ; t  1 tg. r , -1  .

Aluminiurn monomère orçranicrue et monomère total

La rnéthode utilisée pour mesurer lraluminium monomère

organigue et monomère total est basée sur la réaction de

lraluminium avec le pyrocatéchol violet en incorporant une colonne

à échange drions adaptée à un autoanalyseur Technicon-

Àfin dtéviter la complexation du fer avec le pyrocatéchol

v io le t ,  o t  a joute de la  phénanthro l ine (0.5 rng 'ml , - l ) .  Cel le-c i  a

une constante de complexation plus éIevée avec le fer quravec 1e

pyrocatéchol violet avec le fer.
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Les échantillons prélevés pour ces analyses ne sont pas

acidifiés mais sont conserryés à 4"C au réfrigérateur dans une

bouteille de polyéthylène. Lrappareillage, le schéma de montage et

Ie protocole analytique sont décrits dans le docunent de méthodes

analytiques du laboratoire de ITINRS-Eau (1989).

La tirnite de détection de cette méthode est de 3 pg'L'1. La

gianme de travail se situe de 3 à 2oo qtg'I.-l. Selon des tests

effectués au laboratoire de IrINRS-eau, la précision est de 6.38

à une concentration de 1-5 pg' L-1 et à 2.32 à une concentration de

2oo ttg- I.-1. Lr échanti l lon cert i f ié uti l isé est le mêrne qu I en

absorption atomigue: SLRS-L du CNRC. Par contre celui-ci ne sert

gutà t i tre indicati f  car sa f iabi l i té nra pas encore été dénontrée

pour cette technique ipuisgu'iI nrest pas évident que tout

I 'aluminiun contenu dans ltéchanti l lon SLRS-I soit présent sous

forme monomère

Aluminium dans les tissus biolocriques

Après avoir digéré les échanti l l -ons dralgues (voir section

2.2.4)  1  |  a lumj-n ium dans les so lut ions ac ides résul tantes de la

digestion est mesuré par spectophotométrie drabsorption atomigue au

four de graphite. Entre l 'étape de digestion et lranalyse, Ies

échanti l lons sont conservés au réfr igérateur à 4"c.
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Le spectrophotomètre utilisé est le même que pour lraluminium

total et dissous. Les condit ions druti l isation sont les suivantes:

longueur  dronde:  3O9.3 nm

fente:  0 .5 nm

courant de la larnpe: 5.o mA

calibration: absorbance

gaz porteur: Argon (Nornal), azot.e (Alterné)

correcteur de bruit de fond: off

conc.  /  O.25 l tAz 1-5O pg 'L- l

Etape T e m p .  ( " C ) temps (s) débir type ld.re

1
2
3
4
5
6
7
I
9

7 5
1_OO
l_50
l -ooo
1 0 0 0
l -ooo
2 5 0 0
2 5 0 0
2 5 5 0

5
3 0
2 5
5
1 0
2
L . 2
1
2

3
3

3
3
o
o
o
3

A1t
Àlt
Alt
N
N

OUI
OUI

N

Dans ce cas-ci on uti l ise aussi un modif icateur de matrice

soit le Triton X-I-OO et l tEDTA. La l imite de détection pour des

échanti- l lons standards (NBS) de feuil les de citronnier pesant 1 g

est de. L pg. La précision varie beaucoup selon la concentration de

l téchant i l lon:  6  ea à une concentrat ion d.e 74. t  l tg 'g-1;  20? à une

concentrat ion de 123 pg 'g-1.  La justesse est  éva1uée à 16U dtécar t

à une concentrat ion de 92 pg 'g- l  e t  à  L.sZ pour  une concentrat ion

d e  3 9 . 6  t t g ' g - 1  .
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Les échanti l lons cert i f iés uti l isés sont les feuil les

citronnier du NBS qui ont une valeur certifiée de 92 t l-5

À1'g '1  de poids sec.

l{anqanèse total et dissous

Le manganèse total et dissous est nesuré par

spectrophotométrie drabsorption atomique au four de graphite

(Spectrophotornètre Varian, série SpectrAÀ-30; four-échantillonneur

Varian GTA-96). Les échantillons sont conservés au réfrigérateur

à 4"C dans des bouteilles en polyéthylène ou en TeflonR. Les

conditions dranalyses au four de graphite sont les suivantes:

longueur  drs f idez 279.5 nm

fen tez  O .2  nm

courant de tra lamPe: 5. o rnA

calibration: hauteur de Pic

température dr  in ject ion:  40"c

gaz porteur: Argon + azote

correcteur de bruit de fond: on

concc.  /  O.5O PA:  8 Pg'L- l
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Etape Temp. (  "C) tenps (s) débit type ld.re

3
3
3
3
3
0
o
o
3

l-
2
3
4
5
6
7
I
9

7 5
l -10
2 0 0
9 0 0
9 0 0
9 0 0
2 5 0 0
2500
2 5 5 0

5
3 0
2 A
2
5
2
o . 8
2
t-

Azote
Azote
Argon
Argon
Argon
Argon
Argon
Argon
Argon

OUI
OUI

Aucune interférence nra été relevée pour cette analyse. La

linite de détection pour }e manganèse est de 0.1- pg'L-1. La gamme

de travail  se situe entre O.5O et 2O.O rrg'L-l.  La précision est de

42 à une concentration de L.7 ttg'L-1. Aucun échanti l lon cert i f ié

nrest présenternent dispçnib1e pour le manganèse.

Mancranèse dans les di-qestions d I alques

La même méthode décrite pour I'analyse du manqanèse total et

dissous est uti l isée pour lranalyse du manganèse dans les solutions

résultantes des digestions dralgues. Les feuil les de citronnier

sont uti l isées cornme échanti l lon cert i f ié (21 + 2 ttg Mn'g-1 de poids

sec)  .
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2 .2 .4 Digesti-on des algues

Àprès f i l trat ion des suspensions dralgpes, les f i l tres

(filtres Nuclepore, O.4 pn) sont rincés avec le milieu expérimental

ne contenant ni algues ni métaux puis transposés dans un pétri et

mis à sécher dans un four à 7O"C pendant plus de' 24 h ou jusgurà ce

que les échantillons aient un poids constant pendant 3 jours

consécutifs après un séjour de 24 heures au dessicateur. Les

filtres sont ensuite déposés délicatement dans une bombe de TeflonR

avec O.5 mL dracide nitr igue concentré (Ultrex). Les digestions

sont pratiquées dans un bain marie pendant L5 minutes à IOO"C. Les

bombes sont alors iuunédiatement asséchées et laissées de côté sous

Ia hotte à flux laminaire pour que leur ternpérature retombe à la

température de la piècd (l-2 heures). On ajoute ensuite 4.5 mL

dreau ultrapure pour di lut ion. A cette étape, les échanti l lons

sont prêts à lranalyse pour leur contenu en Mn ou en Al.

Toutes 1es rnanipulations à Ifexception des digestions sont

faites sous la hotte à f lux laminaire.

Des échanti l lons standards de feuil les de citronnier sont

traités de façon identique pour chaque expérience afin de vérifier

la  va l id i té  de 1a d igest ion et  de l ranalyse (c i t rus leaves,  NBS No.

1 -572 :  [À I )  :  92  1  15  ng 'g -1 ;  tMn ]  :  23  +  2  Pq 'g -1 ) .  Pa ra l l è lemen t ,

des blancs (réactifs digérés sans échanti- l lon biologique) sont

rnesurés.
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2.2.5 Analyse du PhosPhore

Le phosphore est mesuré par autoanalyseur Technicon après

digestion et transformation du phosphore total en orthophosphates.

La méthode dranalyse est basée sur la fornation drun complexe de

couleur bleu par réduction à Iracide ascorbique du complexe

phospho-rnolybdate drantimoine formé à partir de molybdate

drammonium, de tartrate de potassiult et drantirnoine.

On réco]te 50 mL de la suspension dralgues dans un ballon

volumétrigue. Les solutions sont alors digérées en ajoutant O.4 g

de persulfate de potassiurn et 2Z dracide sulfurique et en les

autoclavant à 25O"C pendant 20 minutes. Après jaugeage à lreau

Millipore, les orthophçsphates sont mesurés par autoanalyseur

Technicon. La linite de détection est de 1O Pg'I�-1 en P. La ganme

de travail  se situe ent-fe l-O et 3OO ;.tg'L-l  en P. La précision est

de 22 à une concentrat ion de 60 pg 'L-1.

Le protocole analytique est décrit dans le document de

méthodes analy t igues du laborato i re  de ITINRS-eau ( INRS-eau,  1989) .
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2.2.6 Ànalyse du carbone organigue dissous

Les concentrations en matière organique dissous, exprimées en

mg C- L-1, sont obtenues à lraide drun auto-analyseur Technicon muni

drun dispositif rrDIC-DOCrr selon la technique rnise au point au

Ministère de lrEnvironnement du Québec (Ministère de

1 | Environnernent du Québec, l-986) .

Une fois lréchanti l lon acidif ié avec de lracide sulfurigue

(H2SO4 l-Nt pH < 2) le carbone inorganique est éliminé par un courant

drarqon. on ajoute ensuite du persulfate de potassium (0.1-5 u) et

on irradie à Ia lumière ultraviolette. La matière organique est

alors transfornée en acide carbonigue absorbé dans une solution de

NaOH (O.OO17 N). La concÊntration en carbone organigue dissous est

ensuite déterminée par une mesure de la conductivité éIectrigue à

partir de la conductivité équivalente limite à 25"C du NaOH et du

NarCOr.

La conductivité électrigue diminue proportionnellement avec la

quantité de gaz carbonigue absorbé dans la solution. La

sensib i l i té  de la  méthode est  de O.8O pmhos's1-171g'1-1 pour  une

concentration de l-o mg.L-l. La limite de détection en carbone

organique dissous est de 0.1 mg'L-l de carbone. La ganme de travail

se  s i t ue  en t re  l - . 0  e t  20 .O  mg 'L -1  ou  en t re  O . l -  e t  5 .O  mg 'L - l  de

carbone. La précision a été déterminée comme étant de 0.5U pour

une concentration de 1o mg'L-1 et à 2.4 ? pour une concentration de
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1.O mg-1-1. Ces caractérist iques sont déterminées à part ir de

standards rrfaits maisonrr produits à ITINRS-Eau, où, à part ir drune

solut ion de 1OOO mg'1-1,  des sous-échant i l lons de o.1-  e t  2O mg'L- l

sont mesurés 10 fois.

2.3 Organisme et condit ion de croissance

Pour toutes les expériences effectuées on utilise une algue

verte (Chlorophyta) unicellulaire: Chlorella oyrenoidosa,

fréquemment employée (Hell iwell  et a1., l-983; Colman et aJ-. '  1-986)

en laboratoire à cause de la facilité à Ia faire croître et à la

manipuler. I1 sragit drune Chlorococcacea de lrordre des

Chlorococcales.

.:

Cette algue unicel lulaire est caractérisée par sa forme

sphérique ayant un diamètre de 6 à 12 plm. On la retrouve solitaire

ou agrégée. Ces cellules sont rondes ou el l ipsoides et ses

chloroplastes sont pariétaux ou plats. La reproduction se déroule

à partir du protoplaste de la cellutre mère pour former 4 ou 8

cel lu les f i l les  (non mobi les) .

Les cultures de Chlorella pvrenoidosa croissent dans le milieu

AÀP modj-f ié par Chiaudani et Vighi (L978) dont la composit ion est

présentée au tableau 2.2. Afin de minimiser Ia précipitat ion

dtoxyde de fer dans 1e mil ieu de culture, Ie mélange de métaux

traces et les macronutriments sont autoclavés séparément et sont
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Tab leau  2 .2 ' . Composition du mil ieu ÀÀP (A1gal Assay

Procedure) rnodifié (inspiré de Chiaudani et

V igh i ,  L978 ,  ê t  de  Payne  e t  Ha I I ,  L978 ) .

COMPOSES CoNCENTRÀTION FINALE (r{)

MACROELEUENTS

NaNO,
MgCl,
MgSOo
CaCl,
NaHCO,
K2HPO4

OLIGO-ELEII{ENTS-

H3BO3
MnC1,
ZnCI,
CoCl2
CuCl,
NarMoOo
FeCl,
NaTEDTA

3  .  O O .  1 0 - 4
5  .99 -  l -O-5
L . 2 3 - 1 0 - 4
3  .  00 .  L0 '5
1 - .79 "1 -o -4
6  .  00 -  10 -6

3 .  O O -  l - 0 - 6
2 . L O -  1 0 - 6
2 . 5 0 .  1 0 - e
r . 2 0 .  1 0 - e
5  .  O O -  l - O - 1 1
3 .  O O -  t - O - 8
1 . O O -  1 0 - 6
I  .  O O -  l - O - 7

La force ionicrue de ce rnilieu est de
l - . o34 ' l - o -3  M 'L -1  (avan t  1 'a jou t  du  ta rnpon) .
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combinés de façon aseptigue après refroidissement (Bates et â1.,

1 9 8 2 ) .

Les cultures axéniques de Chlorella

dans un incubateur de type rrConvironrl

température (zO"C t l-"c) et la luninosité

maintenues constantes. La lumière est

fluorescents froids et blancs.

pvrenoidosa sont placées

(rnodèIe CMP 2023) ou la

de 115 + 5 t t l .  m-2 's-1 sont

produite par des tubes

Les algrues sont cultivées en nilieu semi-continu; Ia dilution

du mil ieu de croissance à tous les cinq jours (L/5 jour) maintient

la culture en croissance exponentielle. Pour obtenir une biomasse

importante, les algues sont maintenues dans une bouteille de

TefIonR de deux litres transparente et sont aérées avec de ltair

s tér i l isé et  hunid i f ié .

Les cultures dtalgues sont testées pour leur axénicité dans un

bouil lon d^e culture BHI (Difco) L/LO. De façon à isoler des algues

axéniques, Ia formation de colonies est vérif iée sur agar. Lragar

est préparé en chauffant LOO nL de mil ieu AAP à 95"C dans un f lacon

de 2OO mL au bain-marie, et en ajoutant lenternent avec agitation

L .seo  d rag ia r  (1 .5  g '1OO ml , - l ) .  Le  tou t  es t  s té r i l i sé  à  L2 I  oC ,

11034.2 nrm Hgr pour 20 à 35 min. Des pétris vides sont aussi

s tér i l isés.  La so lut ion est  ensui te  ref ro id ie  jusgurà envi ron 5O"C

et est versée dans des pétris (environ 20 nl/pétri) de façon

aseptique. Les pétris sont laissés dans lt incubateur pour une
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pér iode de 24 h.  on inocule l tagar  à l ra ide de t iges de p lat ine

stériIes. on attend ensuite quelques jours jusgurà la formation de

colonies dist inctes dtalgues. La colonie 1a plus é1oignée des

colonies bactéri-ennes est inoculée dans un nouveau milieu ÀAP.

Àprès quelgues jours, oD vérif ie si la stéri l isation est eff icace

en procédant avec un bouillon de culture bactérienne.

Le pH des milieux est naintenu constant par Irutilisation de

tampons dits biologigues et connus pour leur faible pouvoir de

complexation (Martell et Smith I Lg'17, . Les tarapons ont été choisis

judicieusement après plusieurs expériences gui sont décrites au

chapitre 3. Pour maintenir Ie pH 4.5, on uti l ise DMGA (acide 3r3-

dinéthylglutarique), pour les pH 4 et 5 < pH < 6: t{ES (acide 2-(N-

morpholino)-éthanesulfonique); pour les pH > 7z HEPES (acide N-2-

hydroxyéthylpiperazine-N | -éthanesulfonique) , ( 1o-2M) .

2 .4 Mi l ieu drexposi t ion (AÀP-P-MT, tampon O.Ol-  M)

La mise au point du rni l ieu drexposit ion uti l isé pour Chlorel la

pvrenoj-dosa est décrite au chapitre 3. Ce milieu est sensiblement

le même que le milieu de croissance sauf gue le phosphore ainsi que

les métaux traces en sont exclus. Le pH est ajusté finement avec du

HC1 et  du NaOH O.1l , l ,  e t  est  maintenu constant  par  1 'u t i l isat ion de

tampons biologiques. Les tampons ernployés nront pas de pouvoir

élevé de complexation ,avec les métaux étudiés (Martel l  et Srnith,
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ag77r .  Le choix  des tampons est  expl iqué p lus lo in  (3.3:  Mise au

point  du n i l ieu dtexposi t ion) .

2.5 Protocole expérimental

2.5.L Mesure de la  cro issance

Toutes les expériences concernant les effets du pH, de 1rÀ1 ou

du Mn sur la croissance de Chl-orella pyrenoidosa se déroulent dans

un incubateur de type rConvirontr (modèIe CMP 2023) où Ia

température (20"C + 1"C) et  la  luminosi té  de 115 + 5 t t ! . 'm-2 's- l  sont

maintenues constantes. La lumière est produite par des tubes

fluorescents froids et blancs. Les pH sont mesurés presque tous

les jours. Les milieux expéri-mentaux sont toujours préparés au

moins 24 heures avant leâébut de ltexpérience afin de permettre un

mei-I leur équil ibre.

Les cellules sont comptées tous les jours avec un compteur à

part icules (Coulter Counter: modèIe TA-II).  Le volume cellulaire

moyen (VCM) est obtenu en calculant Ia moyenne géométrique de Ia

distr ibution des classes de tai l le. Considérant gue les cel lules

sont sphériques, la surface cellulaire en est déduite à part ir du

rayon.

Le début de la phase exponentÎelIe de ces

env i ron  l -Os  ce l l u les 'm l , - l  ( f i gu re  3 .1 ) .  c tes t  à

de ce]l-u1es çIue les algues sont centrifugées

algues correspond à

cette coneentration

à  6  OOo tou rs 'm in -1
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durant 20 minutes, dans des tubes

selon Bates et al. ( l-982) ta nature

pas altérée de façon significative

de polycarbonate. Notons que

de Ia surface cellulaire nrest

après ce traitement.

Àprès ce traitement, Ies algues sont rincées avec un milieu

ÀAP modifié à pH déter:uriné (ne contenant ni phosphore, ni méta1 et

de force ionigue égale à 9.9. LO-4 U'L-1). Cette routine est répétée

trois fois afin de srassurer ç[ue, ni phosphore, ni métal, rrê soit

introduit dans les milieux expérimentaux. L€ culot final des

cellules est resuspendu dans un faible volune de nilieu

expérimental. Un nillilitre de cette culture concentrée est

transféré dans une bouteille de TeflonR de I L contenant 1e milieu

expérimental.

":

Au début de chacune des expériences, Ies cellules sont

comptées et leur état morphologigue apparent est caractérisé au

microscope. La croissance est suivie sur une période moyenne de

seulement 4 )ours afin que 1es tests de toxicité effectués relatent

bien I 'effet du toxique et non pas le mangue dréléments nutri t i fs

et drautres facteurs l imitants, ou qême 1es échanti l lons contrôles

pourraient être affectés.

Les expériences sont répétées en triple pour chacun des

tra j-tements, çpre 1 | on compte deux fois. Les moyennes et les écart

type sont calculés sur 3 répétit ions. Les résultats sont exprimés

en pourcentage par rapport à un témoin.
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Les d.ifférences significatives entre les traitements sont

testées par une analyse de variance à un critère de classification

à un seuil de 52. Lthypothèse principale que sous-tend cette

analyse est 1régali té des moyennes (Ho: ptL=1t2=1t3Ë. . .=rrk) .

Lthypothèse inverse (Hr) veut gut au moins deux moyennes soient

différentes. De plus, lranalyse de variance suppose Iréga1ité des

variances et 1a normalité des populations dtorigine. si des

différences significatives sont calculées (H, acceptée), on procède

à un test de comparaisons rnultiples Duncan (Duncanrs multiple range

test) qui permet dridentif ier les échanti l lons différents

(Scherrer, l-984). Lorsque des comparaisons de moyennes sont

effectuées entre 2 échantillons, le test t de Student est utilisé

avec un seuil  de signif ication de 52. si l téga1ité des variances

nrest  pas vér i f iée ou.s i  les échant i l lons ont  des ef fect i fs

différents, on procède à une analyse non paramétrique: Kruskall-

Wal} is .  Lranalyse de var iance sref fectue a lors  sur  les rangs.

2.5.2 Mesure de la  pr ise en charge des métaux

La prise en chargre est rnesurée à partir d I algues gui ont été

mises en contact avec un métal. Après des périodes de temps bien

déterminées, un al iguot dralgues est f i l tré sous faible pression,

digéré et mesuré. On détermine ainsi la concentration totale en

méta1 pris en charge par 1es algrues (voir f  igure 2.2') .
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Afin de dist inquer les métaux adsorbés des métaux absorbés, on

procède à une ext ract ion à I 'EDTÀ (Bates et  a1. ,  l -982) .  A chaque

pr ise dtéchant i l lons,  une sér ie  para l tè le  est  mise en contact  avec

1o-1 M de EDTA et 6. l-o-4 M de chlorure de calciurn (pour ajuster La

force ionique) pendant une période drau moins 20 minutes.

Lréchanti l lon est ensuite f i l tré, digéré et analysé pour déterminer

]a concentration en métal non-extractible à ItEDTA, QU'on appellera

ici I 'cel lulairerr. Le méta1 adsorbé (ou extractible à I I  EDTÀ)

résulte de 1a soustraction entre Ie méta1 total et 1e méta1

cellulaire. Les concentrations sont exprirnées en mofe par surface

ce l l u la i re  f  i l t r ée  ( rno l ' * -2 )  .
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Milieu expérimental

+

algues

Echant i l lon Echant i l lon

contact avec EDTA (  t o -a M )  e t  C a C l ,  ( 6 ' l - o - 4  M )

f i l t r a t i o n  ( 0 . 4  # n ) f i l t r a t i on  (0 .4  pn )

d iges t ion (HNO3) digest j -on l lrNor)

Méta]
tota]

Méta1
cel lu la i - re

Métal-
adsorbé

2 . 2  D i a g r a m m e

dis t inguer

présentant 1a

le méta l  adsorbé

technique ut i l isée pour

du  mé ta t  ce l l u la i re .

Figure
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CHÀPITRE EFFET DU pH SUR IÂ CROISSÀNCE DE CHLORELIÀ PYRENOIDOSÀ

3.l- Introduction

La volonté drétudier les effets biologiques des précipitations

acides a suscité 1rélaboration de milieux expérimentaux pouvant

rendre compte des effets des ions hydrogène sur 1es organismes

vivants. Les tampons dits biologiques sont maintenant utilisés

courranment dans les bioessais (Good et a1., L966i Bates et a1.,

Lgg2; schenck et â1., L988) où les systèmes carbonates ne sravèrent

pas toujours adéquats. Par exemple, puisgue dans 1es milieux

oiigotrophes québécois modérement acides (pH 5.0-6.5) les

concentrations en HCO=- sont assez faibles (< l-OO pEq'L-1) (Bobée et

aI.,  L9a2; Dupont, l-985) I t 'ut ir isation de systèmes cor-Hco3- conme

tampon pourrait biaiser les résultats.

puisque le pH constitue une variable maîtresse pour à peu près

toutes les réactions biochimiques, il peut influencer Ia croissance

et Ia distribution des algues de différentes façons (Gensemer et

Ki1ham, i ,9g4). Un des effets possibles du pH est son inf luence sur

Ies éguilibres du système de carbone inorganiçfue, gui contrôlent

les formes chirniques devant servir conme source de carbone pour les

algues autot rophes (Goldman et  a l . ,  Lg72i  '  Ta l l ing,  L976;  Gensemer

et Kilharn, l-984). Le pH ambiant déterrnine quelle forrne de carbone

prédomi-ne, et des recherches ont démontré çIue Ie COz ou le HCO3-

sont  ut i l isés d i f féremment  par  les a lgues (Raven '  L97O, Shapi ro,
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1 9 ' 1 3 ;  M o s s ,  L 9 7 3 ,  . Ceci expligue Pourquoi'

Scenedesmus (qui peut utiliser HCO3-) est généralement

Ies mil ieux neutres alors que chlorel la (qui ut i l ise

co2) est restreinte à des conditions plus acides

Goldman et  a l . ,  Lg72;  Gensemer et  K i lhan,  L984) .

par exemple,

retrouvé dans

uniguement Ie

(Raven, L9'7 o,

2 )

3 )

4 )

Les tampons contribuent de plus en plus de façon importante à

I'étude de réactions biologiques en maintenant les concentrations

en ions hydrogène constantes. Selon Good et al. (1966), les

tampons 1es plus souhaitables pour 1es systèmes biologiques

auraient les propriétés suivantes:

f-) forte solubil i té dans 1teau, mais solubil i té l imitée dans les

solvants organiques, pour 1es préserver drune accurnulation

dans la phase biotrdgigue (ne doit pas passer à travers les

membranes biologiques) i

contribution minimale en ions dans Ie mil ieu;

pK" faiblement inf luencé par le mil ieu;

forment des complexes avec des cations biologigues qui sont

solubles dans Iteau avec des constantes de l iaison bien

caractérisées;

nrinterfèrent pas avec la spectrophotométrie à des longueurs

dronde p lus é levées que 230 nm;

ne sont pas réactifs, mais stables et inertes;

ne doivent pas agir conme inhibiteurs de réactions

biochirniques.

l o 9

s )

6 )
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En généra!, selon les mêmes auteurs, les rrbons tamponsrl

seraient solubles dans lreau, seraient des zwitterions avec une

ganme de pH tamponnable de pH 6 à pH 10. Avec des tampons

zwitterioniques, il est préférable de travailler sous 1e pK" plutôt

qurau-dessus. Lrinverse est vrai pour les tarnpons anioniques,

spécialement pour les acides carboxyliques; avec ceux-ci iI est

habituellenent préférable de travailler à un pH au dessus du pK" où

Ia plus grrande partie du tampon est ionisée.

Les expériences décrites dans les chapitres suivants visent à

étudier les interactions métaux-algues à différents pH. Dans ce

càdre, l,objectif général de cette partie de la recherche est de

mettre en évidence lrinfluence du pH seul sur la croissance de

Chlorella pyrenoidosa. 'Ûne telle approche permet de mieux cerner

les effets toxigues respectifs des métaux et du pH et de mettre au

point un milieu expéritnental standard qui servira de milieu

d I exposit ion.

Les objectifs spécifigues de cette recherche sont de mettre au

point un mil ieu expérimental dtexposit ion adapté à lrétude des

interactions métaux-organisme, de déterrniner les effets du pH sur

la croissance de Chlorel la pvrenoidosa, êt de f ixer Ies paramètres

de croissance gui seront utilisés ultérieurement comme indicateurs

de réponse biologique à <les traitements aux métaux. Plusieurs

expériences ont été menées afin de vérif ier s' i1 y avait des effets
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signif icati fs du pH sur la croissance de lralgue unicel lulaire:

Chlorella pyrenoidosa.

Àu total, g expériences se sont déroulées de juillet L986 à

juin LggZ, et chacune drelle présente des améliorations par rapport

à la précécente. Lroriginatité de ces expériences tient du respect

des conditions pour maintenir 1!intégrité à Ia fois des cellules

algales et de la chimie du milieu. En effet, les milieux

drexposition ne contiennent pas dragents complexants significatifs

(voir chapitre 2 pour Ia descript ion du mil ieu drexposit ion)'  De

p1us, conme les milieux dtexposition ne contiennent ni phosphore ni

azote pouvant influencer la disponibilité et Ia spéciation des

métaux, les cellules sont recueillies au début de leur phase

exponentielle de croissagce et transférées aux rnilieux dtexposition

de façon à permettre un suivi continu de croissance sans ces

éIéments nutritifs sur une période de plusieurs jours (Helliwell et

â 1 . ,  1 " 9 8 3 ) .
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3 . 2 Matériel et méthodes

3.2.L Condi t ions de cro issance

pour toutes les exlréri-ences effectuées, on utilise lralgrue

verte unicellulaire: Chlorella pyrenoiêosa, fréquemment employée

(Het l iwel l  e t  â I . ,  l -983;  Colman et  a l . ,  1"986)  en laborato i re  à

cause de Ia facilité à la faire croître et à la manipuler. Les

cultures dralgues sont testées pour leur axénicitée dans un

bouillon de culture BHI (Difco) L/LO. Chlorella pyrenoidosa est

cultivée dans un milieu AAP nodifié par Chiaudani et Vighi (l-978)

dont la cornposit ion est présentée au tableau 2.1-

Te1 que mentionné atf chapitre précédent, la dilution du milieu

de croissance à tous les cinq jours (L/5 par jour) maintient Ia

culture en croissance exponentiel le continuelle. Ainsi, les algrues

sont cultivées en rnj-1ieu semi-continu. Les cultures axéniques de

Chlorella pyrenoidosa sont placées dans un incubateur de type

Conviron ou la température (20"C t 1"C) et 1a luminosité de l- l-5 t

5 pE.m-2.s-l sont maintenues constantes. La lumière est produite par

des tubes fluorescents blancs. Pour obtenir une biomasse

importante, 1es algues sont cult ivées dans une boutei l le de TeflonR

de deux l i tres transparente et sont aérées avec de Irair stéri l isé

et  hurn id i f ié .

t r 2



La courbe

est présentée à

de croissance typique obtenue dans

l a  f i g u r e  3 . 1 .
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Figure 3.i-:  Courbe de croissance typigue de Chlorel1a pvrenoidosa

dans un mi l ieu AÀP, aéré et  ag i té-
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Notons gue le taux maximal de croissance dans les conditions

décrites plus haut est drenviron o.8o divisions par jour et que 1a

densité cellulaire au début de la phase exponentielle de croissance

est  drenvi ron 1 '  l -05 ce l lu les 'mL-1.

3.2.2 Condit ions exPérimentales

Les cellules sont normalement comptées tous les jours avec

un compteur à particules (Coulter Counter: modèle TA-II) ' Le

volurne cellulaire moyen (vct{) est obtenu en calculant la noyenne

géométrique de la distribution des classes de tailles. La surface

cellulaire en est déduite-

.:

Le début de la phase exponentielle correspond à une densité

ce l l u la i re  d renv i ron  l - r ' 1o5  ce l l u les 'mL-1  ( f i gu re  3 '1 )  '  C res t  à

cette concentration de cellules que les algues sont centrifugées à

6000 tours.min-1 durant L5 minutes, dans des tubes de polycarbonate'

Après ce traitement, elles sont rincées avec un milieu AÀP rnodifié

(soit È 50 mL du mil ieu drexposit ion) de pH voulu (ne contenant ni

phosphore, ni métal et de force ionique égale à l- ' l -O-3 M lorsquri l

ne contient pas de tanpon). cette routine est recommencée trois

fois afin de stassurer que ni phosphore ni rnétal nrest introduit

dans les mil ieux expérimerrtaux. Le culot f inal des cellules est

resuspendu dans un faible volume du mil ieu drexposit ion (= 40 mL)

pour  une pér iode dracc l imatat ion d,e 24 heures.  Un rn i l l i l i t re  (1  t
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O.O5) de cette culture concentrée est réco1té à Itaide drune

pipette stérile et est transféré dans une fiole conique de L25 mL

contenant le ni l ieu dtexposit ion aux pH voulus-

Toutes les cultures sont réalisées dans des fioles coniques en

polycarbonate de L25 rL, contenant 50 mL de milieu. On procède

avec trois répétitions pour chacun des PH, que lron compte deux

fois lors de chaque prélèvement. L€ pH de ces milieux est ajusté

finement avec du HCI et du NaOH O.1lll, et est maintenu constant par

lrutilisation de tampons biologigues. Le choix des tampons est

extr l l igue plus loin (3.3: Mise au point du mil ieu drexposit ion).

)

Les tampons utilisés dans cette expérience proviennent de }a

compagnie Àldrich. Voicl quelques unes de leurs caractéristiques:

HEPES: .  Acide L,4-(?-hydroxyéthyl) - l--piperazine

sul fon ique,  pK":7.55;

. 11 ne se lie pas avec ylg?*, ca?*, Mnz* et

. I I  nrinhibe pas Ia croissance autotrophe

éthane

cuZ*;

de Chlorel la;

M E S : .  Àcide 2- (N-morpholino) -éthane sulfonique, pK.=6. J-5;

. Ce tarnpon a une très faible tendance à se lier aux

métaux  e t  à  pH  6 .L5  (o .05  M) ;  i 1  n t i nh ibe  pas  l a

croissance autotrophe de Ch1orel1a.

P I P E S : Àcide p iperaz ine-N,N |  -b is  (2-éthane sul fon igue) ,  pK"=6.  96 ;
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DMGA: Àcide 3r3-diméthylglutarique, PK"z = 6.31-;

HoAc/NaoÀc: Àcide aeétique, pK":4. 64.

3.2.3 Protocole expér inenta l

Au début de chacune des expériences, Ies cellules sont

comptées et on stassure à ce goment de leur état morphologigue

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 lteffet de

1a substance toxique eU non pas le manque éventuel dréIéments

nutri t i fs et drautres facteurs l imitants, ou même les échanti l lons

témoins pourraient être Affectés. Draprès plusieurs organisrnes de

standardisation (ISo: International Standards Organization êt,

oEcD: Organization for Economic Cooperation and Development), oD

devraj-t rninimiser la durée de Ia phase de latence en inoculant les

cellules lorsgurel les se situent en phase exponentiel le.

Pour Ia mise au point du mil ieu expérimental, un seul

indicateur de croissance est uti l isé. I1 stagit du taux maximal de

croissance. 11 se calcule sur Ia part ie l inéaire de la courbe de

croissance avec en ordonnée le logarithme naturel de 1a densité

ceI lu la i - re  et  en abcisse 1e temps ( In  X vs temps) .  Le taux de
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croissance rnaximum est calculé à

(Nyholm, 1-985) et est exPrimé en

part ir de 1'éguation habituelle

d iv is ion '  jour-1:

':

Les moyennes et 1es écart tYPe

croissance est déterminée sur

pH mesuré régulièrement-

I n X . - l n X o

t

sont calculés sur 3 réPétit ions'

une période dtenviron 4 jours et

&-max =

où

Xo: à la densité cellulaire à t=o ou au début de la partie

linéaire de la courbe de croissancei

à la densité cel lulaire à la f in de }a part ie l inéaire de Ia

courbe de croissancei

au temps, êD jours, durant lequel srétale la part ie l inéaire

de la courbe du témoin ou du contrôIe'

X.:

L_

LA

1e

Puisque ce chapitre relate la mise au point drune technique,

Ies variat ions méthodologiques seront expliquées en annexe (3'À)

selon lrordre chronologigue dans leguel les expériences ont été

réal isées.

LT'I



3 . 3 Mise au point du mil ieu drexposit ion

3.3.1 Ut i l isat ion de tamPons

De plus en plus, Ies tampons biologiques sont utilisés en

laboratoire pour maintenir constants les pH (Bates et a1., L982î

Schenck et  a l . ,  l -988) .  Par  contre,  un choix  jud ic ieux drun ou de

plusieurs tampons srimpose pour ne pas introduire drartefacts non

désirés dans le système expérimental-

pour trouver le meilleur tampon utilisable pour des pH entre

4.et 7, on a repris plusieurs expériences à différents pH' avec

différents tampons de concentration variable dans des milieux

complets AÀP ou ne conÇenant ni phosphate ni métaux (AAP-P-}fT)

(tableau 3.1-: compilat ion de tous les résultats expérimentaux pour

un même t ra i tement ,  n  peut  égaler  3 ,  6 ,  9 ,  L2,  l -5  ou 18) .  Dans

cette première étape, on a indiqué pour chacun des traitements, Ies

valeurs de croissance maximale conme unité de comparaison- Le

déroulernent des expériences est décrit  aux annexes A.A à À.I et les

courbes de croissance pour chacun des neuf tests apparaissent à Ia

f i g u r e  3 . 2 .

Si on compare les taux de croissance maximale qui apparaissent

tab leau 3.1,  on observe que l ru t j l isat ion du tampon PIPES ( fO-z

pour maintenir le pH du mil ieu AAP à 7 ne sernble pas avoir

au

M)
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T a b l e a u  3 . 1 - : Taux de croissance maximal moyen (division' j-1) et
écart type ( ) pour Chlorell,a pyrenoidosa (AÀP:
milieu dË culturel aÀP-P-MI: milieu drexposition ne
contenant ni phosphore ni nétauxt PIPES, NaOAc' MES'
HEPE5, DMGÀ: voii leur nom dans Ie texte, section
3 .2 .2 )  (e f fec t i f  ( n )  appara î t  en  exposan t ) .

TRÀTTEMENT
tanpon

pH

t l 4 . 0 4 . 5 5 . O 5 . 5 6 . O 7 . O

L. ÀÀP
sans taurpon

. 7 7 3
( .  o s )

2.  AAP
PrPES 0. OLl{

. '773
( .  0 7 )

3 . AAP-P-MT
PIPES O. OOI.M

. 5 1 3
( . 1 6 )

4. AÀP-P-I{T
PIPES O. O]-U

. 6 3 1 8
( . 0 4 )

5. AAP-P-MT
Sans tampon

. s 2 s  . 4 g 3  . 4 0 3  . 4 0 3
( . 0 7 )  ( . o e )  ( . 0 7 )  ( . 0 8 )

6 . AÀP
NaOAc . Ol-M

. ot-3
( .  o 1 )

7 . AÀP-P.MT
NaOAc O.OO1M

. 7 5 3
( . 1 - 8 )

8 . AÀP-P-MT
NaOAc O. Ol-I{

. l -63
( . 0 4 )

.2L3 .  o t -6
( .  L 2 )  . ( .  o o )

9 . AÀP
I* {ES O.0 lM

. 7 L 3
( . o s )

1 0 . ÀAP-P-MT
I.{ES O. OO].M

. 7 7 3
( . 0 4 )

. 7  3 3
( . 1 3 )

1 1 . ÀAP-P-MT
l tEs o. o1M

. 9 9 6
( . o e )

. 8 3 6
(  . 0 s )

. 7  0 e
( .  0 6 )

. 7 9 1 5  . 9 0 1 5
( . 2 L )  ( . L 2 )

L 2 . AÀP-P-I{T
H E P E S  O . O 1 M

. 7 7 3
( . 0 4 )

l - 3 . AÀP-P-MT
D M G A  O . O 1 M

. 076 l- . 096
( .  o e )  ( . 1 3 )
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Figure 3.2:  Courbes de cro issance de Chlore l la  pvrenoidosa se lon

différents traitements.
A : Milieu AÀP tamponné avec divers tampons à O'Ol'

M  (pH  5 ,  6  e t  7 ) ;  t ampons :  NaOAc ;  MES;  P IPES '
Mil ieu AAP-P-MT non tamPonné-
Mil ieu AÀP-P-MT tamponné avec divers tampons à

O . O O 1  M  ( p H  5 ,  5 . 5 ,  6  e t  7 ) ;  t a m p o n s :  N a O A c ;
M E S ;  P I P E S .

B .

c .
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C :
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3 . 2  ( S u i t e ) Courbes de croissance de Chlorel la pvrenoidosa
selon différents traitements.
D : Milieu AÀP-P-MT tamponné avec divers

t a m p o n s  à  O . O l -  M  ( P H  5 '  5 . 5 ,  6  e t  7 ) ;
tampons:  NaoÀc;  MES; PIPES.

E: Mi l ieu AÀP-P-MT tamponné avec divers
t a m p o n s  a  O . O l M  ( 5 ,  5 . 5 ,  6 , e L  7 ) ;
t a m p o n s :  M E S ,  P I P E S .

F: Mi l ieu AÀP-P-MT tamponné avec divers
t a m p o n s  à  O . 0 l -  M  ( P H  4 ,  4 - 5 ,  5 ,  5 - 5 ,  6
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dteffets sur la croissance maximum de Chlorel la (tableau 3.1:

traitement 2 vs l-;  et f igure 3.2.4). Lruti l isation du tampon UES

à pH 6.0 dans le rni l ieu AAP (tableau 3.1: traitement 9 vs 1)

nraffecte pas non plus le p-max de façon significative. Par contre

Ie mil ieu AAP à pH 5 tamponné par de lracétate de sodium (O.Ol- M)

(tableau 3.1-: traitement 6) ne permet pas la croissance de

Chlore l la .

De plus, le mil ieu drexposit ion (ÀÀP-P-MT) seul (sans tanpon)

ne favorise pas une croissance optimale de Chlorel la (tableau 3.1:

traitement 5 vs l-). Par contre, il semble que dans ces milieux

(traitenent 5) Ie pH init ial nragisse pas sur le 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

tendai t  vers 6.8.  Un te l  type de mi l ieu nrest  draucune ut i l i té

pour les expériences projetées, où il faudra maintenir un pH

constant.

Ltuti l isati-on de tampons à une concentration de l-O-3 M sravère

elle aussi inadéguate pour le maintien du pH pendant une période de

cro issance de 5 jours.  En ef fe t ,  les pH in i t iaux de 5.o et  5 .5

(NaoAc et MES: traitenents 7 et l-O du tableau 3.1) ont augmenté de

o.9 et 0.5 unités de pH respectivement. Par contre, à une

concentration de 1o-2 M, les tampons MES et PIPES ont maintenu les

pH de 5.5,  6 .0 (MES) et  7 .O (PIPES) re la t ivement  constants  pour

toute 1a durée de la  pér iode expér i rnenta le (pH 5.5 t  O.O8;  pH 6.0
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t  O . O 2 t  P H  7 . O  +  O - O 2 ) .  P o u r  s a

1r acétate de sodiurn a Permis une

5 .  O .

part, à cette même concentrati-on,

hausse de o.2 unités du PH init ial

Lruti l isation de ce dernier tarnpon (tableau 3.1-: traitement 8)

srest avéré ineff icace pour Ia croissance de ch10re11a pyrenoidosa

a u x  t r o i s  p H  t e s t é s  ( 4 . o ,  4 . 5 ,  5 . O ;  F i g u r e  3 . 2 . A ,  D '  F ) .  E n  e f f e t ,

comparativement aux autres milieux, Iâ croissance est beaucoup

diminuée et cette diminution ne semble pas due aux bas pH puisgue

drautres tampons (I.{ES, DMGA} utilisés aux mêmes pH permettent une

bonne cro issance (F igure 3.2.8,  F,  G) .  Selon P.  Stokes (1988:

Institute for Environmental Studies, Université de Toronto'

communication personnelle) ' on a déjà observé une action toxigue de

tracétate de sodium, ou encore de lracide acétique non-ionisé, chez

cer ta ines a lgues.  
'

I I  faut souligner" sans contredit I t irnportance dreffectuer

plusieurs essais et de bien définir }e mil ieu expérimental avant de

tirer des conclusions de cause à effets. Si on sten était tenu

uniguement aux résultats obtenus au traitement 8' on aurait pu

croire à des effets négatifs des PH

Chlorel la pyrenoidosa. Par contre les essais faits avec MES et

DMGA pour ces mêmes pH ont permis une croissance équivalente à tous

les  pH  (pH 4 .0 - ->7 .0 )  (F igu re  3 .2 .8 ,  F ,  G ,  H ) .  La  seu le  con t ra in te

dans l ru t i l isat ion du tampon MES aux pH 4.0 et  4 .5 est  1a dér ive de

pH observée après 4 jours dr incubat ion,  gu i  est  de l rordre de +o '5

e t  +O.2  un i tés  de  pH respec t i vemen t  ( f i gu re  3 '3 ) '
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Figure 3.3: À. Evol-ution du taux maximum de croissance de Chlorel la
nvrenoiriosa à différents pH (moyenne de 3 échantillons
et écart type). Les mil ieux sont tamponnés par des
tampons à une concentrat ion de O.O1 M. pH 4,  5 ,  5 .5 et
6 = MES; pH 4.5:  DMGA; pH 7 = HEPES (vo i r  1e tab leau
3 .1 ,  1es  t ra i t emen ts  11 ,  3 -2  e t  13 )  .
B. Variat ion du pH après quatre jours dtincubation pour
ces mêmes mi l ieux.
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Pour remédier à la situation, on a essayé Ie tampon DMGÀ

(1O-2 U)  aux pH 4.5 et  4 .O.  Alors  que la  cro issance à pH 4.5 en

présence du DI'IGA est comparable à celle obsenrée avec le MES

(f igure 3.2.H' ,  e l le  est  complètement  inh ibée à pH 4.o.  Les

explications possibles à cette observation sont, drune part lreffet

toxique du DMGA en milieu contaminé par des bactéries (Ferguson et

â1., L98O), où drautre part tout sirnplenent un effet du pH. La.

première explication nrest pas vraiment plausible puisque les

eultures ont toutes été obtenues de Ia même façon et on nrobserve

pas ce phénomène à pH 4.5. De p1us, C€ sont les mêmes résultats

que lron retrouve pour les trois échantillons. La deuxième

explication pourrait sravérer plus véritable puisquren effet crest

Ia première fois que Ie rnilieu est relativement maintenu à pH 4

tout  au cours de l rexpér ience ( tab leau 3.2) ,  a lors  que dans les

milieux contenant du MES le pH augrrnentait de 0.5 unités de pH

pendant cette même périôde.

Tableau 3.22 Evolution du pH dans un mil ieu synthétique avec
tampon 1ro-2 tuf, sur une période d' incubation de 7
j  ours.

mi l ieu
pH mesuré

t:l- ) E=2 j t:4 j t:7 j

M E S  4 . 4
M E S  4 . 5
D M G A  4 . O
D M G À  4 . 5

4 .  l - o
4 . 6 2
4 . L 2
4  . 6 3

4 . L 6
4 . 9 0
4 . L 7
4 . 7 0

4 . 5 0
5 .  0 9
4 . L 2
4 . 8 5

4 . 4 6
5 .  1 0
4 . L 7
4 . 9 0
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Étant donné que les valeurs de ,,-max à pH 7 en présence de

PIPES étaient souvent plus faibles quraux pH 6, 5'5 et 5 tamponnés

par !, IES, oD a vérif ié lreff icacité drun autre tampon, I{EPES' Se}on

les résultatsr cê dernier petmet une meilleure croissance (tableau

3.1: traitement L2't. 11 a déjà été observé que Ie tampon HEPES

avait des effets positifs sur le transport drélectrons et sur la

capacité de phosphorylation des nitochondries des plantes (smith et

Foy, ];g74') . Ltutilisation du tampon HEPES semble plus efficace

pour la croissance de ch}orella que le tampon PIPES à pH 7.0'

A Ia suite de toutes ces expériences, on a donc opté pour

ltut i l isation des tampons DMGA (4.o

<6.0)  et  HEPES (6.0 < pH < 7.O) à une concentrat ion de o.o1-  l '1  pour

les expériences ultérieu1"", en considérant que le pH seul nraurait

pas dreffet signif icati f 'sur la croissance de Chlorel la pyrenoidosa

dans la gamme 4.5 < PH < 7 -

En effet, lranalyse de variance. ne détecte pas de différences

significatives du taux de croissance naximum dans la ganme entre

les pH 4 et 7 dans les milieux expérimentaux spécifigues' 11 faut

par contre noter 1'eff icacité décroissante des tampons à mesure que

le pH d i rn inue (F igure 3.3.8) .  A lors  que les tampons MES et  HEPES

ne permettent qurune légère déviation du pH initial après 4 jours

d ' incubat ion pour  les pH 5,  5 .5,  6  et  7 ,  le  DMGA à pH 4-5 et  1e MES

à pH 4.O permettent une augmentation d.e o.2 à 0.5 unités de pH

respectivement. Good et al. ( l-966) notaient gue les pH idéaux pour

1 'ut i l isat ion de ses tampons "b io log iguesrr  é ta ient  de pH 6 à pH 1O'
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3 .3 .2  D i - scuss ion

Selon une étude faite par Wehr et al. ( l-986), Iê tanpon HEPES

employé dans une culture à base de NHo* pour Ia croissance de

Chrysoçhromulina breviturrita Nich. ne pennettait pas de dérive de

pH de plus de O.12 unités comparativement à 2 unités dans un milieu

non tamponné. Le tampon HEPES a été montré supérieur au TRIS et à

drautres tampons pour sa capacité tanpon autour du pH 7.O et parce

gu'i1 nraffecte pas 1a physiologie a1ga1e (Snith et Foy, 3'974r.

Ces caractéristiques et sa capacité de complexation négligeable

font que HEPES est souvent utilisé dans une variété de milieux de

clr l ture algale (Bekheet et Syrett, L977; Hea1y, 3,977; Francke et

tenCate, 
-1-980; 

Whitton et Shehata' L9821 .

":

Dans cette même étude (I{ehr et â1., 1986), Ie tampon } ' tES

permettait le contrôIe 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 espèees algales

provenant de 5 classes différentes: seul-e Ochromonas danica

faisait exception à cette règ1e, une plus forte biomasse f inale

étant observée dans son cas. Par contre, le taux de division

maximal et 1a biomasse cellulaire f inale nrétaient pas affectés par

des concentrations de MES

inhibée à des concentrations supérieures à 25 mI{. Pour leur part'

Gensemer et  K i lham ( l -984)  ntont  pas observé d 'e f fe ts  du pH (6.0-

7.Oi  MES) sur  1a cro issance dq p lus ieurs a lgues dreau douce

T28



(Asterionella formosa; scenedesmus sP., cryptomonas ozolini et

Anabaena floscruae). Notons aussi que le tampon MES fut utilisé

dans des expériences portant sur lrinfluence de lraluminium sur Ia

taille cellulaire de deux algrues vertes à pH 5 (Torngvist et

Claesson, L9AT). Enfin, Ie MES est considéré conme étant Ie tampon

le plus uti le pour les ganmes de pH autour de 5.0-6.5 vue sa

stabilité biologique, sa capacité tampon, 1a quantité ninimale de

base nécessaire pour ajuster Ie pH et sa très faible capacité à

complexer les métaux.

Ne contenant ni N ni S, et nrétant pas un zwitterion, Ie

tampon DMGA diffère des autres tampons dits ttbiologiquesrr. De

p1us, il résiste moins bien à la biodégradation. Ayant deux

groupements carboxyliguep, le DMGA est utilisable dans Ia garnme 3-5

suggère la possibilité drune complexation non négligeable entre le

DIIGA et des cations bi- ou trivalents. Tel que démontré par Wehr

et al. (1986), les capacités tampons de DMGA et II{ES étaient

supérieures à HEPES.

Comme It indiquaient Ferguson et al. ( l-980), i l  est prirnordial

que les chercheurs effectuent des tests pour srassurer que les

observations faites lors de tests de toxicité sont bien dues à la

substance testée plutôt Çtura Itut i l isation de tampons. Comme les

résultats lront dérnontré dans cette recherche, le pH nraffecte pas

Ia croissance de Chlorel la pyrenoidosa lorsque Ie taux de
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croissance maximum est utilisé conme paramètre indicateur de

stress. Ces résultats sont conformes à ceux observés dans des

tests effectués sur Chlorella pvrenoidosa à différents pH (pH 6 à

pH 71, où lfut i l isation de HEPES et autres tampons non uti l isés

dans notre recherche (Dispo, Heppso, Mopso, PIS, Popso, Tapso, Tes,

Ticine) nraffectaient presque pas ta croissance même à fortes

concentrations (Fergruson et âI.,  1980).

Lrabsence drinformation sur les effets du pH contrôlé par les

tanpons utilisés dans cette recherche, pour la gamme de pH étudié

(pH 4 à 7) ,  just i f ie  l re f for t  déployé à Ia  mise au point  du mi l ieu

expérimental décrit dans ce chapitre.

3.4 Sélection des parâmètres de croissance

Différents indicateurs de croissance sont souvent utilisés

dans les expériences de toxicité avec 1es algues. Parmi les plus

fréquemment uti l isés on retrouve: Ia biomasse f inale (ce11ules

nL-1), le taux de croissance moyen (p-moyen), le taux de croissance

maximum (pl-rnax) , I  taire sous la courbe de croissance (A) , 1a

superf icie (n, ) et le volume (rn') cel lulaires. Chacun de ces

inrlicateurs rend compte de processus physiologigues qui sont

souvent différents.
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Nous verrons dans cette section de quelle façon nous

informent ces indicateurs de croissance, quels sont les effets du

pH sur chacun dreux, qutelle est leur reproductibilité et leur

sensibilité, pour enfin choisir comment ils pourront être utilisés

dans les expériences ultérieures.

Nyholn, en l-985, a fait une revue de littérature portant sur

les avantages et les désavantages de lrutilisation de deux

paramètres indicateurs de J.a croissance, la biomasse et le taux de

croissance, pour exprimer 1es effets dus à un ou à des facteurs

extérieurs sur la croissance dralgrues-tests. Bien que lrauteur ne

détermine pas laquelle des deux méthodes est 1a plus réaliste, il

fait un bon compte rendu de lrinterprétation que lron peut donner

à ces deux indicateurs. i

Selon cet auteur., Ie pararnètre le plus utilisé est la

biomasse relative à 1a f in d't l  test. On exprime alors

lt inhibit ion de croissance (IC) de Ia façon suivante:

I C : BC.BT
BC

r_ooz

BC: Biomasse f inale du contrôIe

BT: Biomasse f inale du traitement

où
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Comme estimé de la biomasse, oD emploie soit le poids sec' le

volume cellulaire ou la densité cel lulaire (Mil ler et al-, 1978i

Jouber t ,  l - 98O;  ISO '  L982 ;  U .S .  EPA '  L982r -

Des mesures du taux de

souvent uti l isées (Kallqrrist,

198L;  Walsh  e t  a l . ,  1982) .  I -e

de la façon suivante:

( ln  X.  -  ln  Xo)
t

croissance sont par contre moins

L978 i  Payne e t  HaI I .  L978 i  OECD'

taux de croissance moyen se calcule

o u X o = concentration nominale à
I I inoculation.

P-mofen =

Si une phase lag se produit, certains chercheurs préfèrent utiliser

seulement la partie li3éaire de J.a courbe de croissance pour
I

estimer le taux de croissance maximum, alors çIue drautres prennent

le taux de croissance moyen pour toute la durée du test. Draprès

1'ISO (International Standards Organization) et IrOCDE

(Organisation pour la Coopération et- le Dévetoppement économique),

on devrait éviter la phase de latence en utilisant conme inoculum

des cellules croissant exponentiel lernent-

Selon lùong et Couture (1986) la procédure adaptée de IIISO

pour tester les effets chimiques sur des algues dreau douce, êt

utilisée comme méthode standard de bioessais algaux dans Ie monde'

consiste principalement à inoculer un petit  nombre de cellules

algales dans un mil ieu contenant une substance toxique connue, dê

cornpter 1a densité cellulaire périodiguement et de comparer 1es
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effets avec ceux obtenus dans la culture contrôIe. Lt inhibit ion de

croissance est éva1uée conme la moyenne de Ia réduction de la

densité cellulaire dans la culture exposée à 1a substance toxigue

comparativement au contrôle. Lrévaluation est basée sur l-a

comparaison des aires sous Ies courbes de croissance-

Par ailleurs, contme la croissance spécifigue et Ia

respiration du phytoplancton (surtout des diatonées) ont souvent

sernblé être inversement reliées à la taille cellulaire, surtout

dans des conditions de croissance optirnale, la superficie et le

volume cellulaires (Torngvist et Claesson, L987 ) constituent

drautres paramètres indicateurs de eroissance. Cette dépendance de

la croissance et des quotas cellulaires de subsistance sur Ia

taille irnplique que la sûperficie cellulaire influence une variété

de processus rnétaboliques, 1a prise en chargre dréléments nutri t i fs,

la photosynthèse et Ia..respiration. De plus, lâ croissance des

organismes unicellulaires peut être étudiée en suivant les

variat ions de la distr ibution des tai l les cel lulaires drune

population, qui peut varier selon les condit ions de croissance.
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3 .4.L Biomasse f  ina le (ce l lu les ' rn l ' - l )

Les arqunents avancés pour lrutilisation de Ia biomasse

finale (déterrnination à la fin du test ou au moment où Ia

croissance exponentielle dans les cultures contrôIes cesse) sont

les suivants:

L) simplicité, 2l interprétation directe sans aucune considération

pour le node de croissance, 3) CEso (concentration effective ÇFri,

dans ce cas, d.iminue 1a biomasse finale de 50 3 par rapport à un

térnoin) plus faible, donc test plus sensible, 4) effets toxiques

détectés plus aisément puisgue de petits changements dans le taux

de croissance résultent en des variations plus grandes dans 1a

biomasse (Nyhotm, l-985) . Pour ce qui est de nos expériences, les

r é s u l t a t s d e b i o m a s s e ( i . : a ) p o u r c e s m i l i e u x c h o i s i s à l a p a r t i e

3.3 sont  présentés au tdb leau 3.3.

T a b l e a u  3 . 3 : Valeurs .moyennes de biomasse f inale de Chlorel la

pvrenoidosa dans des .milieux de pH différents- (n:

nombre dressais)

Tampon
( l -o -z  M)

Biomasse f ina le (ce l lu les 'mL-

Moyenne
( x  1 0 ' )

Ecart-type
(x  10 ' ) ( % )

4 . 4
4 . 5
5 . 0
5 . 5
6 . 0
7 . O

MES
DMGA
MES
MES
MES
HEPES

6
6
9
L 2
L 2
3

857
492
5 7 6
3 3 s
3 8 1
8 0 3

l-86
L 6 8
3 7 6
2aL
320
1 6 9

2 2
2 4
6 5
8 4
8 4
2 a
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Notons que dans nos expériences, 1a phase stationnaire nrest

pas toujours atteinte après 4 jours drincubation. Àu contraire, le

protocole initiat visait à obtenir une croissance exponentielle

tout au long de lrexpérience (He1liwell  et aI.,  1983). Par contre,

les résultats obtenus aux expériences B, C, D' E et G (f igure 3.21,

suggèrent lratteinte du plateau avant le terme de lrexpérience. On

comprendra alors la forte variation inter-e:çériences observée au

tableau 3.3 exprinée par les coeff icients de variat ion (cv),

surtout lorsque des résultats obtenus lors dtexpériences

différentes sont cumulés ensembles (quand n>3).

Ainsi, i l  sravère que le paramètre de biomasse après 4 jours

dtincubation ntest pas tel lement reproductible. Pour cette raison,

i1 ne sera pas utilisé icomme indicateur de croissance absolu au

cours des expériences futures.

La variation inter-expériences est due à au moins deux

artefacts, soit une inoculation init iale variable pour ce qui est

de 1a densité cel lulaire, soit une différence init iale en ce qui

concerne 1'état physiologigue des ce1lules. Tel gue mentionné à la

par t ie  3.2.3,  les ce l lu les sont  centr i fugées et  lavées t ro is  fo is

avant I 'expérience. Bien que 1a procédure ait été 1a même drune

expérience à lrautre, des variat ions peuvent srintroduire lors du

décantage des cellules entre les centri fugations, inf luençant ainsi

Ia  densi té  ce l lu la i re  in i t ia le-  Àussi ,  1es ce l lu1es étant

récoltées au début de la phase exponentiel le, Ie temps pris pour 1a
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centrifugation et lracclimatation pourrait varier quelque peu entre

chacune des 9 expériences. Considérant que cette étape de Ia

croissance est très critique, puisqurexponentielle, oh pouvait là

aussi, induire des variations entre chacune des manipulations.

Le paramètre de biomasse finale peut tout de même être

utilisé à des fins relatives. Par exemple, lorsque 1a biomasse

finale est calculée à part ir drune même expérience (f igiure: 3.2.F),

on observe que le pH entre 4 et 6 nra pas dreffet signif icati f  sur

la biomasse f inale (f igure 3.4). Notons que les coeff icients de

variat ion sont de lrordre de 82, ce qui est très acceptable. De

cette façon, le paramètre de biomasse finale pourrait être utilisé

eff icacement relativement à un térnoin. Lr irnportance reliée à ce

paramètre tient de Irinf.ormation gutil apporte guant aux réserves
,

nutri t ives intracellulaires chez lr inoculum. Comme nous le verrons

dans les chapitres suivants, cette connaissance peut sravérer très

utiIe, surtout drune façon quali tat ive. I1 peut arriver que des

réductions considérables du taux de croissance nraffectent 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 térnoin à cause des éléments

nutri t i fs gui deviennent l initants. À ce moment, Ie taux de

croissance maximal ou moyen peut être drune forte uti l i té. Àussi

i} faut tenir compte gurau cours du test, la toxicité peut être

inhibée, celà étant dû à des mécanismes variés, êt donc ne causer

que peu ou pas d'ef fet sur le rendement f inal (IrIaIsh et a1. , 3-982) .
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Figure 3.4:  Var ia t ion de 1a b iomasse f ina le de Ch1ore11a

pvrenoidosa en fonction du pH (voir courbes de

c ro i ssance  de  l a  f i gu re  3 .2 -F . )  -
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3.4.2 Taux de cro issance moyen (p-noyen)

L€ taux de croissance moyen permet dtintégrer les effets

Iorsgurune phase de latence est induite par une substance toxique.

Ce type dteffet toxique est laissé pour compte lorsquron considère

uniquement les points de la partie log-Iinéaire de 1a courbe de

croissance.

1.es résultats obtenus pour lrensemble des extrrériences sont

présentés au tableau 3.4. Là aussi, oD observe de fortes

variations inter-expériences (342 en moyenne) gui sont probablement

liées aux facteurs évogués plus haut (surtout pour les essais où

11)3, ou Ia moyenne est ca}culée sur 2 expériences ou plus).

T a b l e a u  3 . 4 : Valeurs mbyennes des taux de croissance moyens

Chlorella pyrenoidosa dans des milieux de

différents (n: nornbre dr essai-s) .

de

pH

pH Tampon
(  1O- '  M)

Taux moyen de croissance (divisions' j-

Moyenne Ecart-type CV
( ? )

4 . O
4 . 5
5 . 0
5 . 5
6 . O
7 . O

MES
DMGÀ
MES
MES
I{ES
HEPES

l - .  1_3
l_. l_B
o . 7 9
o . 8 9
o . 9 7
0 . 7 0

6
6
9
L 2
L 2
3

o . 6 7
0 . 4 5
o . 2 5
o . 2 3
0 . 4 3
0 .  0 8

5 0
3 8
3 2
2 6
4 4
l- t_
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Même sti l  existe de fortes variat ions inter-expériences,

lrutilisation du taux moyen de croissance permet une intégration de

toutes les réacti-ons drune population dralgues à une substance

toxique. Par exemple, si on se réfère à Ia f igrure 3.2.Ft le taux

moyen de croissance à pH 4 (l{ES) est inférieur aux autres pH

(milieux avec nême tanpon) alors que la biomasse finale et le taux

maximum de croissance sont éguivalents. Le taux moyen de

croissance pourra alors être utilisé par rapport à un témoin de

façon qualitative. Les résultats compilés en pourcentage à un

témoin (pH 6, l[ES O.O]-U) par exemple pour deux expériences (figure

3.2.8 et F) donnent des résultats comparables:

Taux de croissance moyen

p H : z

Exoérience E

par rapport au témoin

F

6
5 . 5
5

1 0 0
9 2
9l-

( t
( t

1 5 )
3 )

t-oo
9 2
9 5

( t
( 1

1 1 )
1 3 )

3.4.3 Taux de cro issance maximal  (p-nax)

si on fait fi de toute interprétation écologique, iI semble

que d.run point de vue théorique le taux de croissance spécifique

serait préférable à Ia bionasse finale sirnplement à cause du

caractère spécif ique du mode exponentiel de croissance des algues.
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En effet, le taux de croissance maxirnal est spécif ique drune espèce

à 1rautre. 11 rend compte des caractéristigues de croissance

intrinsèques à une espèce. De plus, il se mesure facilement en

laboratoire sous des conditions opti-males et contrôlées.

Comrne nous ltavons abordé dans les deux parties précédentes,

à cause de la forne de croissance extrronentielle, Ies résultats

absolus de Ia biomasse varient avec le temps et sont aussi affectés

par la magnitude absolue du taux de croissance spécifique. Àlors,

on peut anticiper que ltutilisation du taux maximum de croissance

conrme variable réponse devrait donner une reproductibilité plus

élevée et cornparable entre les expériences, par rapport à 1a

biomasse. Effectivement, les résultats obtenus montrent beaucoup

moins de variabj- l i té inter-expérimentale (tableau 3.5) pour ce

paramètre de croissance far rapport aux deux autres (coefficient de

variat ion moyen:L3à).

De p lus,  se lon Nyholn (1985) ,  i1  semble insensé de d i re  que

la biornasse donne une estimation de lrétat de croissance plus

sensible que le taux de croissanee. Le fait que la CEso calculée

à partir de la biomasse est habituellement numériquement plus

petite que ce qui pourrait être calculé à partir du taux de

croissance, est dû tout simplement aux conséquences mathématiques

de Ia forme de la croissance exponentiel le. Par ai l leurs, drun

point de vue écologigue, ce qui importe est de connaître conment 1e

taux de croissance est affecté, puisgue le taux de croissance est

décisif  dans Ia détermination du succès compétit i f  drune espèce

algale dans un écosystème naturel dynamigue.
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Tab leau  3 .5 : Valeurs moyennes des taux maxj-mum

ChIoreIla pvrenoidosa dans des

différents (n: nornbre dressais).

de croissance

nil ieux de

de

pH

pH Tampon
( 1o:2 r l

n Taux maximal de croissance (divisions'j'r)

Moyenne Ecart type (cv)
( t )

4 . O
4 . 5
5 . O
5 . 5
6 . O
7 . 4

l,lEs
DII{GA
}.IES
l,lES
MES
HEPES

6
6
9
L 2
L 2
3

o . 9 9
t_.  09
4 . 6 7
o . 7 9
o . 9 L
o . 7 7

o .  0 9
o .  L 3
o .  0 6
o . 2 t
o . L 2
0 . 0 4

9
L2

9
2 7
13

5

3.4.4 Ai re sous la  courbe de cro issance (A)
.:

La surface sous la courbe de croissance est utilisée

puisgu'elle intègre le stress encouru par les algues sur toute la

période de croissance, y compris Ia phase de latence, pour une

période de 4 jours. Lraire sous la courbe de croissance est

obtenue en addit ionnant l taire entre des points-temps successifs

(Wong et Couture, l-986) .

La proposit ion récente adoptée par I | ISO et ITOCDE (1983) est

dtut i l iser  l - ra i re  sous la  courbe de cro issance,  en ut i l isant  les

mesures de biomasse sans de transformations-log. Lraire est

calculée faci lement par lr intégration drun trapézoide gui éguivaut

à la construction drune courbe de croissance en l iant les points
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avec une l igne. Ltidée de cette procédure est dtextraire le plus

drinformation possible des données disponibles sans faire référence

à un modèle de croissance donné ni à une fonte particulière de la

courbe de croissance.

TeI çIue rapporté par Nyhofun (L985), il existe une grande

incertitude associée aux transformations-log des faibles densités

cellulaires. Ctest pourguoi on suggère de ne pas transformer en

log les densités cel lulaires init iales. La proposit ion courante

est drutiliser directement la biomasse mesurée sans transformation

1og, crest-à-dire que la courbe de croissance est dessinée sur une

éehelIe 1inéaire. Pour des bioessais avec une croissance

exponentielle cela impligue, cependant, Ç[ûê la méthode de

comparaison des aires eniprincipe est reliée à la méthode de base

de biomasse, même si plus élaborée. Si les données de biornasse

sont transformées en Loq., la méthode peut être considérée comme une

autre façon drestimer Ie taux de croissance moyen-

Tout co1rme pour Ie taux de croissance moyen et Ia biomasse

finale, lraire sous la courbe constitue un paramètre de croissance

qui varie énormément drune expérience à lrautre et rnême plus que

tout autre paramètre indicateur de croissance (tableau 3.6).
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T a b l e a u  3 . 6 : Valeurs moyennes des aires sous la courbe de

croissance de Chlorella pyrenoidosa pour une période

de 4 jours dans des nilieux de pH différents

(n: nombre dressais) .

pH Tampon Aire sous la  courbe (L0)cel lu les ' j ' * f . , - l ,

Moyenne Ecart type CV
( 3 )

4 . O
4 . 5
5 . 0
5 . 5
6 . O
7 . O

I,TES
D}[GA
![ES
l4ES
MES
HEPES

6
6
9
L 2
1 2
3

6 .  3 3
5 . 4 0
5 . 2 5
2  . 6 9
3 .  L 4

1 _ l _ . 3 0

6 . t 4
4 .  0 5
5 . 4 6
2 . 2 4
2 . 9 L
2  . 4 6

97
7 5

104
8 3
9 3
2 2

On se rend compte de lrextrême sensibilité de ce paramètre. Par

contre, les valeurs relatives de ltaire sous Ia courbe peuvent être

drune grande uti l i té lorsqurexprimées par rapport à un témoin.

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

période globale de 4 jours

3 .4.5 Superf icj-e cel lulaire (rn' ) et volume cellulaire (rn' )

La croissance des organismes unicellulaires peu! être étudiée

par lraugmentation de la densité cel lulaire conme on lra vu plus

haut, mais aussi en suivant les variat ions de la distr ibution des

ta i l les ce l lu la i res d 'une populat ion qui  peut  var ier  se lon les

condi t ions de cro issance.
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Ltétude de la variat ion de la tai l le cel lulaire pendant Ia

croissance peut nous informer sur Ia santé des cellules (Johnston

et al.,  L977r. La f igure 3.5 montre une série de courbes de

distribution de volume cellulaire pour différents pH. Trois

courbes de distribution ont été choisies à différents intervalles

de temps de 1a période de croissance (1, 2 et 3 jours pour

lrexpérience A.F- voir annexe Ài L, 3 et 4 jours pour l texpérience

A.c). Dans la ptupart des cas, Ia tai l le des cellules est au plus

fort au premier jour drincubation, soit pendant la période de

latence. A Ia phase exponentiel le, les cel lules deviennent

généralement plus petites (il y a une tégère migration de Ia courbe

vers la gauche). Les plus petites cellules se retrouvent juste

avant  la  phase stat ionnai re ( jour  4) .

:

Dans notre cas, i1 ne semble pas y avoir dteffets marqués du

pH sur  I révolut ion de Ia  ta i l le  des ce l lu les dans le  temps.  Par

contre, cet indicateur de croissance pourra éventuellement être

uti l isé pour décrire les effets de lraluminiurn sur la croissance de

Ch1ore1la pyrenoidosa.
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pH 5 .0  (MES,0 .o1  M)

r t  c e l l u l € 3

pH 6.o (MES. 0-Ol Ml

I  cc l lu te !

volume cellulaire (umr )

pH 7.O (HEPES, o-o1 M)

' l l  cellulê3

100

volume cetlulaire (ums )

Var iat ion du vo lume cel lu la i re  se lon d i f férentes
pér iodes de cro issance de Ch1ore l la  pvrenoidosa:
La d is t r ibut ion re la t ive des ce l lu les en fonct ion
du log du vo lune ce l lu la i re  pour  des ce l lu les à
di f férents  pH.

6 O -

l l  -=  , *J
* lout I

€- ;ouc 6

F i - q u r e  3 . 5 :
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La variat ion de Ia distr ibution de la tai l le des cellules

pendant la croissance peut aussi srétudier par les valeurs de

volume cellulaire moyen. Lors drune croissance nornale, le volume

cellulaire moyen augrmente durant la phase de latence. Àu moment de

1a division cellulaire, le volune dininue jusqurà ce que la

population atteigne 1e volurne moyen 1e plus petit, soit juste avant

la transit ion à Ia phase plateau. Puis, les cel lules grossissent

Ientement pendant Ia phase stationnaire.

.Les résultats obtenus au cours des expériences A.F, À.G, À.H

et A.I (voir annexe À) montrent que 1révolution du volurne

cellulaire moyen au cours drune expérience semble assez

reproductible drune expérience à lrautre (tableau 3.7, mais pour

plus de sûreté, 1. comparaison qualitative avec un témoin serait

plus souhaitable.

Johnston et aI. (Ig77) ont fait  remarç[uer que 1es cellules

peuvent devenir étrangement très glrosses à cause dreffets

environnementaux, cotnme ltexposit ion à des radiations ionisées ou

à des produits chimigues gui peuvent temporairernent arrêter le

processus de division de ITADN et avoir un effet marqué sur la

taj- l le des algues. Ltuti l isation du volume cellulaire moyen en

association avec la courbe de croissance peut mettre en évidence

des phénomènes de toxicité, à savoir des effets sur la division

cellulaire ou des effets sur le grossissement des ceIlu1es.
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Tableau 3.7 z Volune cellulaire moyen (Pn')

pyrenoidosa à différents pH au cours

expériences (voir annexe À).

de Chlorel la

de différentes

pH Jour Expérience (Vo1ume cellulaire moyen-rrm' )

A . G À . H À . rÀ . r

332
2 9 7
264

322
2 8 8
2 2 9

1
4 4

5

l_
4
5

4 . 5
301_
248

3 4 7
2 4 2
L29

29L
L94
182

23L
2L5
r-85

1
5 4

5

5 . 5
L
4
5

244
238
1"65

260
253
2 2 2

332
3 0 1
2 4 6

255
1 0 0
l-oo

1
6 4

5

1

5

185
B 6
7 6

3 . 4 . 6  C o n c l u s i o n

De lrensemble de ces résultats, i l  en découle gue les tests

de toxicité avec les algues devraient être de durée relativement

courte et se terrniner avant que la croissance de la culture témoin

ne devienne sévèrement contrainte à cause des facteurs linitants.
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Selon la  pos i t ion de I I ISO et  de I -TOCDE les tests  devra ient  ê t re

conçus pour que }es cultures témoins poussent de façon

exponentielle durant toute }a durée du test. 11 ne faut pas perdre

de vue gue même si la forme de croissance est de façon prédominante

exponentielle, des croissances irrégulières peuvent survenir chez

des cultures peu ou fortement inhibées. L'ut i l isation de la

biomasse f inale nous apparaît donc très contraignante vis-à-vis de

f interprétation des résultats-

pour cette raison, le taux de croissance maximal pourra être

ut i l i -sé de façon absolue d 'une expér ience à l raut re,  mais  pour  b ien

comprendre les mécanismes de toxicité, les paramètres intégrateurs

te ls  1e taux de cro issance moyen et  1 'a i re  sous Ia  courbe pourront

auss i  ê t re ut i l isés re lâ t ivement  à un témoin.  De p lus,  l 'é ta t

morphologique des ceI Iu les,  so i t  la  super f ic i -e  et  1e vo lume

cellulaires moyens, .seront de bons indices pour aider

f  in terprétat ion des résul - ta ts  observés à par t i r  de I ré tat  généra l -

de Ia courbe de croissance.

3.5  Ef fe t  du  pH sur  la  c ro issance de  Ch lore l la  pyreno idosa

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

point  1e mi l ieu d 'exposi t ion de façon à ce que les tarnpons ut i l isés

nIaf fectent  pas l -a  cro issance de Chlore l la  nvrenoidosa.  Notre

c h o i x s t e s t a r r ê t é S u r t ' u t i I i s a t i o n d u t a m p o n M E S p o u r I e s p H <
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6.A, sauf pour le pH 4.5 qui sera tanponné par DMGÀ; et 1e tampon

HEeES pour le pH 7. La f igure 3.3b présente lreff icacité de ces

tampons à maintenir 1e pH alors gue la figrure 3.3a montre que le pH

ne semble pas avoir dreffet significatif sur Ie taux maximum de

div is ion ce l lu la i re .

Par le biais de Irétude comparative des paramètres de

croissance, les résultats pour ces différents paranètres nront pas

non plus démontré de tendance relative aux effets du PH, çIue ce

soi t  pour  la  b iomasse f ina le ( f igure 3.4) ,  pour  le  taux de

croissance moyen (tableau 3.4), pour lraire sous la courbe de

croissance (tableau 3.6) et pour le volume cellulaire moyen

( tab leau  3 .7 ' l  .

Claesson et Tornq9ist ( l-988) ont aussi conclu que le pH

nravait aucun effet sur Ie taux de croissance de deux algues vertes

tolérantes à 1'acj-de: g.onorehidil$n dvbowskii et Stichococcus Ep.

Les courbes de croissance avaient une forme similaire

indépendamment  du pH (5.o,  5 .5 et  o .01.  De p lus,  tout  conme dans

nos expériences, ces auteurs observaient un taux de croissance

maximum comparable à celui observé pour Chlorella pyrenoidosa, même

si  leur  mi l ieu contenai t  du phosphore (5.6 t tg  P 'L-1) ,  a lors  que le

nôtre nren contient pas. Sans pour autant présenter de données

pour appuyer leur conclusion, He1liwell  et al.  ( l-9S3) ont aussi

rapporté peu dreffets dus à la variat ion du pH dans la gamme 4.9 à

7.I sur le taux de croissance de Chlorel la pvrenoidosa, mais ces

auteurs ntuti l isaient pas de tampons pour mai-ntenir le pH constant.
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Annexe  3 .4 : Itlise au point du milieu expérimental

Au total, 9 expériences se sont déroulées de juillet 1986 à

juin Lg87, et chacune drelle présente des anéliorations Par rapport

à la précécente. Lroriginalité de ces expériences tient du respect

de lr intégrité à la fois des cellules algales et de la chimie du

rnilieu. En effet, Ies milieux expérimentaux ne contiennent pas

dragents complexants significatifs mais leur force ionique est

équivalente à celle qui prévaut dans le milieu de culture des

algues. De plus, coilrme les milieux expérimentaux ne contiennent ni

phosphore ni azote pouvant influencer la disponibilité et Ia

spéciation des métaux, 1es cellules sont recueillies au début de

leur phase exponentielle de croissance (lorsque les réserves

intracellulaires sont éteveesl de façon à permettre un suivi

continu de croissance sans ces éléments nutritifs pendant une

période de plusieurs jours-

Pour la mise au point du mil ieu expérirnental, trois

ind icateurs de cro issance ont  é té ut i l isés.  I1  sragi t  de l raspect

visuel et qualitatif de la courbe de croissance, dù taux maximal de

croissance et de ltaire sous la courbe. Les moyennes et }es écart

type sont calculés sur 3 essais. La croissance est déterminée sur

une période drenviron 4 jours et Ie pH mesuré régulièrement'

Les différences signif icatives entre les traitements sont

testées par une analyse de variance à un seuil  de 5%. L'hypothèse

L54



principale que sous-tend cette analyse est lrégalité des moyennes

(Ho:  F.1=F2:F3: . . . :Fu) .  Lrhypothèse inverse (Hr)  veut  qurau moins

deux moyennes soient différentes. De plus, I tanalyse de variance

suppose lrégalité de variance et Ia normalité des populations

drorigine. Ltégali té des variances est vérif iée par un test de

Bartlett. si des différences significatives sont calculées (Hr

acceptée), on procède à un test de comparaisons multiples Duncan

(Duncanrs mult iple range test) qui pernet dridentif ier les essais

différents. Lorsque des comparaisons de moyennes sont effectuées

entre 2 essais, le test t de Student est utilisé avec un seuil de

s igni f icat ion de 5â.

Les systèmes de culture en batch sont utilisés dans la

najorité des études de.J toxicité employant les algues, êt les

mesures sont souvent prises durant la période de croissance

exponentiel le. 11 est...connu que la toxlcité drun métal puisse

varier selon I 'âge et l 'état physiologigue de la culture (Gibson,

1972; Hutchinson et Stokes, t975; De Fil l ippis et Pallaghy '  t9'76î

B a t e s  e t  a I . ,  1 9 8 3 ) .

Morr is  e t  Glover  (L974| ,  Nalewajko et  Lean ( l -978)  a ins i  que

Bates (1981) ont démontré gue des variations des taux de processus

métaboliques donnés survenant durant les phases de latence,

exponentiel le et stationnaire résultaient en différentes

compositions chirniques du phytoplancton (Sakshoug et Ho1m-Hansen,
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Lg'17) et possiblement à des seuils de sensibilité différents face

à des stress chimigues.

De plus, lâ toxicité drun nétal peut varier selon lrétape du

cycle de division cellu1aire, ce qui sravère important lorsque les

cellu1es en culture batch se divisent de façon synchrone (Kanazawa

et Kanazaïa, Lg6g; Steemann-Nielsen et Kanp Nielsen I L97O; Hornung

et a1., 1981-). Crest pourquoi on estime de plus, Iê pourcentage

relatif du taux de croissance par rapport à un témoin afin de

comparer 1es différentes expériences entre elles et éviter ainsi

des comparaisons erronées dues à 1tétat physiologigue différent des

cultures. Les valeurs moyennes de la surface sous la courbe sont

aussi présentées en pourcentage par rapport au témoin de façon à

comparer les paramètres âe croissance-
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À . A  M i l i e u  A À P ;  p H  5  ( N a O A c ) ;  r r H  6 ( M E S ) r  p H  7  ( P I P E S )  ( O . o l M )

La première expérience consistait à vérif ier lreffet seul du

pH sur le taux de croissance de Chlorella pvrenoidosa dans le

milieu de culture ÀÀP contenant un tanpon (1O nl,t). Le PIPES (acide

piperazine-N, N | -bis ( 2-éthanesulfoniçIue) est utilisé pour maintenir

le pH 7; le MES (acide 2-(N-morpholino-éthanesulfonique) pour le pH

6i et lracétate de sodiurn (NaOAc) pour le pH 5. Dans ces

conditions expérimentales, oD obserle une diminution du taux de

c ro i ssance  à  pH 5 .O  ( f i gu re  A .À ) :

Mil ieux
lt,t_t,

( i - 1 )
?re lat i f

ÀAP
p H 7
p H 6
p H s

o . 7 7
o . 7 7
0 . 7 1
o .  o l _

0 .  o 5
o .  0 7
o .  0 5
o .  o o

t-oo
1 0 0

9 2
Lt t1

+
+
+
+

Les résultats de lraire sous les courbes de croissance

corroborent les résultats exprimés plus haut:

Mil ieux
À i r e  ^ ,
r o s  c Ë Ï r .  .  j - * t  - t

Z relati f

2 . 9 1  +  1 . 6 8
2 . 9 8  +  0 . 1 - 4
2 . 6 4  +  0 . 5 9
o . o o  +  o . o o

'  ' t :  d i f férences s ign i f icat ives (p<0.05)

ÀÀP
p H 7
p H 6
p H s

1 0 0
LO2
9 2
o*
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LN DENSITE  CELLULA IRE

AAP-O.O1M

+ AAP

--'i- NaoAc 6

X  M E S 6
' € -  P T P E S  7

0 .5

Courbes de croi-ssance de Chlore11a pvrenoidosa dans

un mil ieu AÀP à différents pH tamponné avec NaoAc

(pH s )  ,  MES (pH 6 )  e t  P IPES (pH 7 )  0 .01M.  No tons

que 1e rni l ieu rrAAPrr ne conti-ent pas de tampon.

12.5

1  1 .5

1 0 . 5

9.5

F igu re  À .À :

1.5 2 2.5 3

JOURS

â Â
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Etant donné que ces milieux étaient tamponnés et qurils

contenaient du phosphore ce qui serait inconcevable lors

drexpériences avec lralurninium et étant donné que le taux de

croissance mesuré à pII 5 était très faible et que ce pH en est un

important dans 1rétude de lraluminium, lrexpérience a été reprise

en utilisant un nilieu expérimental ne contenant ni agent

complexant ni tampon, ainsi quten ajoutant un pH intennédiaire soit

5 . 5 .
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A . B Mi l i eu  ÀAP-T-MT;  PH 5 ,  5 .5 .  6 ,  7

Dans ces condit ions,

de croissance à pH 5,

on a observé

guoique non

une légère stimulation

signif icative.

du

Mil ieux TT', Srelati f

pH
pH
pH
pH

7
6
5 . 5
5

o . 4 0
o . 4 0
o . 4 9
o . 5 2

. o 8

. 0 7

. 0 9

. 0 7

t_oo
100
L23
L48

t
t
+
+

On explique 1e fort taux de croissance observé à pH 5 par 1a forte

diminution du nombre de cellules à t- L jour et à sa remontée

rapide à t :3  jours ( f igure A.B) .  De p lus,  Ia  morta l i té  in i t ia le

observée à pH 5 permet Lne plus grande disponibif i té dréIéments

nutri t i fs pour les cel lules restantes, favorisant ainsi un taux de

croissance plus élevé. Le calcu1 de lraire sous les courbes de

croissance pour chacun des PH, et pour une période de 4 jours,

donne les résultats suivants:

Mi l ieux
A i r e  ^ ,
roa  cë1 i .  '  j  ' * t  - t

Z re la t i f

p H 7
p H 6
p H  5 . 5
p H s

L L . 7  t  0 . 9
L 7  . t  +  8 . 9
9 . 9  +  5 . 9
2 . 3  t  2 . 7

l-4 6
8 5
L1*

1 6 0



Ces résultats très vari-ables montrent effectivement gue Ia densité

cellulaire réelle des algues au cours de lrexpérience est moindre

à  p H  5 .

11 est à noter que lralgue étudiée ne semble pas apprécier

outre mesure le nouveau milieu, puisque Ie taux de croissance à pH

7, par exemple, dans le milieu extrlérimental est beaucoup diminué

cornparativement à celui mesuré dans Ie milieu AÀP dans Itexpérience

précédente (O.77-->O.40). Genserner et Ki lham (l-984) ont observé Ie

même phénornène avec Stephanodiscus hantzschii. Puisguron observe

des variations de croissance aux différents pH et çIue lrabsence de

tampon ne permet pas le maintien du pH constant (tableau A.B), oh

a dû rejeter ce type de mil ieu expérimental.

T a b l e a u  À . 8 :

:

Evolution du pH dans un milieu synthétigue sans

tampon, après une période drincubation de 5 jours.

nH mesuré
mil ieux t:o j t:s j

p H s
p H  5 . 5
p H 6
p H 7

5 . 0
5 . 5
6 . O
7 . O

6 . 8
6 . 8
' 7 . O

5 . 9

On a repr is  l texpér ience

(O.OO1 M)  pou r  con t rô le r

avec une faible

chacun des pH.

1 6 1
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1  1 . 8

1  1 . 3

1 0 . 8

1 0 . 3

9 .8

Figure À.  B:

AAP-P-MT SANS TAMPON

2.5 3 .5

Courbes

mi l ieu

tampons

LN DENSITE CELLULAIRE

JOURS

de croissance de

ÀÀP ne contenant

(Noter que 1e PH

Ch1ore11a pvrenoidosa dans un

ni phosphore, ni- métaux, Di

s res t  avé ré  t rès  va r iab le ) .
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A . c  M i l i e u  A A P - P - M T ;  p H  5  ( N a o A c ) ;  p H  5 . 5 ,  6  ( M E S ) ;  p H  7  ( P I P E S )

(  o .  oo t_M)

Dans ces conditions, à peu près les mêmes résultats guren

A.B. sont observés: croissance légèrenent plus élevée aux faibles

pH (5.O,  5.5,  6 .0)  comparat ivement  au pH de 7,  mais  les d i f férences

ne sont pas signif icatives:

Mil ieux TTo, Z relati f

pH
pH
pH
pH

7
6
5 . 5
5 . O

o . 5 l _
o . 7 2
o . 7 7
0 . 7 5

o. l_6
a . L 2
o .  0 4
o.  l_8

Loo
l_4 l-
l_51-
L47

+
+
+
t

Mil ieux
A i r e  ^ ,
roa cdr i .  .  j ' ^ t  - t  z  rerat i f

p H 7
p H 6
p H  5 . 5
p H  5 . o

2 3 . 9  +  8 . 2 3
2 0 . 7  +  2 . 9 5
2 L . 4  +  4 . 6 4
3 2 : O  t  2 .  L 8

1 0 0
a 7
9 0
L34

En généra l ,

tous les pH

précédente,

la forrne de la courbe de croissance est semblable pour

( f igure A.c) .  Par  contre,  tout  conme dans l rexpér ience

Ies pH ne sont pas demeurés constants:

rni l ieu
pH mesuré
t=o j t=5 j

p H 5
p H  s . 5
p H 6
p H 7

5 . O
5 . 5
6 .  0 5
7 . O 7

t r o

5 . 9 5
6 . 4 7
7 . 3
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La concentration du tampon (O.OOI- M) nrétait pas assez élevée pour

maintenir le PH constant.

1  1 . 5

1 C . 5

9 .5

F igu re  A .C :

-+ê NaoAc 6
-+- MEs E.E
-à(- MEs 6
- a -  P t P E s  7

0.5 2.5 3.5

JOURS
Courbes de croissance de Chlorel la r:vrenoidosa dans un

nil ieu AÀP-P-MT à différents pH tamponné avec NaOÀc (pH

5 ) ,  M E S  ( p H  5 . 5 ,  p H  6 )  e t  P I P E S  ( p H  7 )  o ' o o ] . M '

AAP-P-MT, O.OO1M

LN DENSITE CELLULAIRE
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A . D M i l i e u  A A P - P - M T ;  o H  5  ( N a o À c ) ;  o H  5 . 5 .  6  ( M E S ) ;  p H  7  f P I P E S )

(0 .  or_M)

On a recommencé I I extrrérience en présence de l-O ml{ de tampon

au lieu de 1 mM. La figure À.D présente les courbes de croissance

de Chlorella pyrenoidosa pendant 4 jours à différents pH. Chaque

point correspond à la moyenne de 3 essais. Il est à noter gue dans

cette expérience, conme dans la dernière, quri l  nry a pas de

période de latence au début de la courbe de croissance. Selon

Claesson et Torngvist ( l-988), une phase lag signif ie rrun déIai dans

lrinitiation de croissancerr avant que le nombre de cellules ne

cornmence à augrmenter. En général, Ie type de courbe est similaire

pour tous les pH à ltexception du pH 5, conrme on I 'avait observé

dans Ia toute première; expérience (À.À) où 1à aussi on avait

tamponné le nilieu à une concentration de l-O nM.

Le taux de croissance calculé. entre le jour l- et 1e jour 3

montre guti l  nty a pas de différences de croissance entre les pH

sauf pour le pH 5 ou on nrobtient pas de croissance. 11 en va de

même pour  l ra i re  sous Ia  courbe.

Mil ieux TT*, eo relat i f

+
+
+
o

p H 7
p H 6
p H  5 . 5
p H  5 . o

o . ' 7 7
0 . 7 3
0 .  6 4

0 .  0 3
o .  0 6
o .  1 1

l_oo
9 5
8 3
o
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AAP-P-MT, O.O1M

CELLULAIRE

1 1 .5

10 .5

9.5

Figrure À. D:

0.5  1

Courbes de

un mi l ieu

NaoAc (pH

0 .  o 1 M .

1.5 2 2 .5  3

JOURS
croissance de Chlorel la

AÀP-P-MT à différents

5 ) ,  M E s  ( p H  5 . 5 ,  p H  6 )

3.5  4

pvrenoidosa dans

pH tamponné avec

et  PIPES (pH 7)

LN DENSITE

t_66



Milieux
À i r e  ^ ,
ro5  cë f r .  .  j ' r l - t Z  re la t i f

p H 7
p H 6
p H  5 J 5
p H  5 . 0

L 4 . 4  t  L . l -
2 0 . 9  +  2 . 5
2 L . 4  +  4 . 6
o  +  o . o

145*
149*

o*

par ailleurs, contrairement aux expériences précédentes,

à cette concentration de tampon, oD nrobserve pas de variations

s igni f icat j -ves du pH ( tab leau À.D) .

Tableau A.D: Evolution du pH dans un milieu synthétigue avec

tampon (l-o-2 M), pendant une période drincubation de

4  j ou rs .  
-

pH mesuré

Jours o

mil ieux
p H s
p H  5 . 5
p H 6
p H 7

5 .  0 3
5 . 4 7
6 .  0 8
7 . 0 7

5 . 2 5
5  . 4 3
6 .  1 0
7 .  O B

5 . 2 2
5 . 4 3
6 . 0 7
7 . 0 7

5 . 2 L
5 . 4 2
6 . 0 7
7 . 0 7

5 . 2 L
5 . 4 2
6 . 0 4
7 . 0 5

Lr observation

cro issance drun seul  type

O.O1  M avec  l racé ta te  de

de  l t e f f e t  néga t i f

de mi l ieu,  so i t  ce lu i

sodium, a permis de

sur

de pH

mettre

le taux de

5 tamponné à

en doute la

r67



non-toxicité du tampon uti l isé. P. M. Stokes (Université de

Toronto, Institut pour les Etudes environnernentales: conmunication

personnelle) a déjà observé que lracétate de sodium avait une

act,ion toxigue chez certaines algrues. Comne Ie pH 5 est prinordial

dans lrexercice des extrlériences futures avec lraluminium, le tampon

MES a été testé pour son utilisation éventuelle afin de maintenir

le pH 5 constant. De plus ce tanpon ne présenterait pas de

toxicité sur les algues lorsquruti l isé aux pH 5.5 et 6.0 des

expériences précédentes.
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A . E  M i l i e u  A i \ P - P - ! , I T ;  r r H  5 .  5 . 5 '  6  ( M E S ) ;  p H  7  ( P I P E S )  ( O . O l M l

Dans cette extrlérience on note que lreffet du pH sur le taux

de croissance de Chlorella pyrenoidosa dans un milieu synthétique

ne contenant ni phosphore, ni métaux, mais des tampons à 10 mM

nrétait signif icati f  que pour le pH 5 (a<O.OOL; test de Kruskal-

Wall is). Par contre lorsquron mesure lraire sous la courbe on

nrobtient pas de différences significatives entre les divers pH.

Milieux TT*' * relati f

p H 7  L . O O + . L 2
p H  6  l - .  4 6  +  . 4 4  L 4 6
p H  5 . 5  l - .  0 4  +  . 0 6  l - 0 4
p l  5  0 . 6 6  +  . o 5  6 6

A i r e  ^ ,
Mi l ieux roa cët" t .  '  j ' *1 , - t  z  re la t i f

p H 7  8 . 2 6  + 1 . 3 8
p H  6  6 . 9 9  +  l - . 9 O  8 s
p H  5 . 5  6 . 1 - 0  t  O . 5 O  7 4
p H  5  7 . 2 3  +  l - . O 5  8 8

Les courbes de croissance sont aussi très simi-laires,

indépendamment des pH (f igure A.E).
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LN DENSITE CELLULAIRE

-+e MEs 6

MËS 6.6
-X  MES 6
-  G '  P T P E S  z

AAP-P-MT; O'O1M

1  1 . 5

10 .5

9.5

8.5

7.5
o o.5 3.5

Figure A.E: Courbes de croissance de Chlorel la pvrenoidosa dans un

milieu ÀAP-P-l,ft à différents pH tamponné avec MES (pH

5 ,  5 . 5 ,  6 )  e t  P r P E S  ( P H  7 )  O - 0 1  U -

1.5 2 2.5 3

JOURS

1 7 0



A . F M i l i e u  A A P - P - ! [ T ;  p H  4 ,  4 . 5  ( M E S ,  N a O A c ] ;  p H  5 ,  5 . 5 '  6  ( M E S ) ;

t : H  7  f P I P E S ) ;  ( O . O l -  M )

On a reproduit 1a même expérience que cel1e qui précède à

l rexcept ion guron a vér i f ié  l re f fe t  de pH p lus bas sur  la

cro issance (4.0 et  4 .5) .  Pour  va l j -der  le  constat  de l texpér ience

précédente, on a utilisé à 1a fois le tampon dracétate 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 tarnpon MES a été uti l isé tandis que pour Ie pH

7.O, on a uti l isé Ie PIPES. Les courbes de croissance obtenues

sont présentées à la figure A.F. on remarque que la toxicité de

lracétate de sodium observée dans les expériences antérieures se

répète ici. Pour les niilieux tamponnés par Ie MES, les courbes

sont similaires. Les taux de croissance calculés entre Ie jour 1

et 1e jour 4 donnent 1es résultats suivants:

Mil ieux ir', Z re lat i f

PTPES

MES

Acétate
sodium

p H 7
p H 6
p H  5 . 5
p H 5
p H  4 . 5
p H  4 . o
p H  4 . 5
p H  4 . 0

o .  4 8
o . 6 8
o . 7 3
0 . 6 6
o  . 6 2
0 . 8 5
o . 3 l _
0 . 1 6

0 . 1 5
o .  o 1
0 .  0 7
o.  l -o
o .  0 4
o .  0 7
a . 0 2
o .  o 6

+
+
+
t
+
+
+
+

1 0 0
l . 4 2
1,52
1 3 8
r29
177

65*
3 3 *

1,7 T



Milieux
A i r e  ^ ,
ro5 cër i .  '  j ' r r , - t  eo rerat i f

PIPES

MES

Acétate de
sodiurn

pH
pH
pH
pH
pH
pH
pH
pH

7
6
5 . 5
5
4 . 5
4 . O
4 . 5
4 . O

3 . 2 a  +
7 . 4 7  +
6 . 9 0  +
7 . O O  t
5 . 4 9  +
6 . 6 3  I
0 . 0 6  +
o . o o  +

L . 7 2
o .  9 9
o .  1 8
0 . 4 0
0 . 4 8
L . 6 9
o .  o 1
o .  o o

100
228
2LO
2L3
L67
202

l-g'
o'

Les ni l ieux à pH 4 et 4.5, tarnponnés par l tacétate de sodium,

sont dérnarqués autant par 1e faible taux de croissance maximum gue

par Ia faible aire sous 1a courbe. La même chose se produit à pH

7.O.  Par  contre,  les mi l ieux maintenus entre pH entre 4.0 et  6 .0,

tamponnés avec lllEs, ne montrent pas en général dteffet significatif

sur le taux de croissance ni sur Iraire sous Ia courbe de

croissance de Chlorel la pyrenoidosa. Nous avons mesuré le pH dans

les rni l ieux de culture après 8 jours dtincubation avec Ies algrues:

T a b l e a u  A . F : Evolution du pH dans un nilieu synthétique avec
tampon, sur une période drincubation de 8 jours.

pH mesuré

mil ieux t:O ) t:8 j

Acétate
sodium

MES

PIPES

pH
pH
pH
pH
pH
pH
pH
pH

4 . O
4 . 5
4 . O
4 . 5
5
5 . 5
6
7

4 . O
4 . 5
4 . 0
4 . 5
5 . 0
5 . 5
6 . 0
7 . O

4 . 3 7
4 . 8 6
4 . 4 8
4 . 7 1
5 .  0 9
5 . 5 3
6 .  0 4
7 .  O O

1 7 2



Lraugmentation du pH peut sembler considérable mais iI faut se

rappeler que cette mesure a été prise après 8 jours drincubation

à cause de problêmes techniques alors que pour les autres

expériences el le Irétait après 4 ou 5 jours. Conséquemrnent, si ces

milieux sont utilisés pour des expériences ultérieures les tests

ne devront pas dépasser ce laps de temps afin dréviter le plus

possible les variat ions de pH.

AAP-P-MT; O.O1M

LN DENSITE CELLULAIRE

0 0 . 5  1 1 . 5 2 2 . 5 3

JOURS
Courbes de croissance de Chlore1la
mil ieu ÀAP-P-MT à différents pH
l r a c é t a t e  d e  s o d i u m  ( p H  4 ,  4 . 5 ) ,
5 . 5 ,  p H  6 )  e t  P I P E S  ( p H  7 )  0 . 0 1  M .

a t r

pvrenoidosa dans
tamponné avec

l { E s  ( p H  4 ,  4 . 5 ,

un
de
J ,

F igu re  À .  F :
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( o. ol-1,1)

pour évaluer la part de toxicité reliée au tarnpon par rapport

à cel le rel iée au pH 7, nous avons repris lrexpérience ci-dessus où

le pH est maintenu constant par Irut i l isation du tampon PIPES drune

part et du tampon HEPES drautre part. comme ténoin, nous avons

refa i t  les pH 5,5.5 et  6  avec Ie  MES conme tampon (1o ml t { ) '  Les

résultats obtenus apparaissent à Ia figure A.G. Notons que la

courbe de croissance la plus basse correspond au pH 7 avec PIPES

cotnme dans lrexpérience précédente à ce pH, êt que pour le même pH

rnàis avec de HEPES, Iâ courbe est la plus éIevée. Les calculs du

taux de croissance maximum et de lraire sous Ia courbe rendent

compte aussi de ces obsdrvations guali tat ives (tableau A'G) '  En

effet, en général seul le pH 7 tamponné avec PIPES donne un taux de

cro issance et  une a i re .sous la  courbe p lus fa ib le-  Notons par

contre que le pH 7 (HEPES) donne des valeurs assez éIevées de ces

deux paramètres.

Mi l ieux Tampons TT*, â re lat i f

p H 7
p H 7
p H 6
p H  5 . 5
p H s

PIPES
HEPES
I,IES
MES
MES

o . 4 3
o . 7 7
0 . 5 9
0 . 5 8
o . 7 s

o .  o 3
o .  0 5
o .  0 3
o . L 2
o .  o 5

1_O0
1��������������l-79
L37
L 3 5
L 7 4

J
+
+
+
+

:��������������l-74



Milieux lampons
À i r e  ^ ,
r o s  c e i i . . j . n t - t  *  r e l a t i f

p H 7
p H 7
p H 6
p H  5 . 5
p H s

PIPES
HEPES
ltEs
I.{ES
}TES

9 . 0 4  +  O . 8 4
1 9 . 8 1 "  +  2 . O L
L 2 . 9 6  +  1 . 8 2
1 1 . 8 3  +  3 . 1 6
1 3 . 2 t -  t  O . 7 7

1 0 0
2L9
L43
131_
L46

AAP-P-MT; O.01M

12.5

Figure A.G: Courbes de croissance de Ch1orel1a ovrenoidosa dans un

nil ieu ÂAP-P-MT à différents pH tamponné avec MES (pH

5 ,  5 . 5 ,  p H  6 ) ,  P I P E S  ( p H  7 )  e t  H E P E S  ( p H  7 )  0 . 0 1 1 , 1 .

LN DENSITE CELLULAIRE

-4-

-ê-

-àê

- a -

--x-

PIPEg  7

HEPES 7

MES 6

MÊS 6.6

MES 6

l . 7 5



Les pH ont été mesurés au cours de cette expérience' Les

résultats apparaissent au tableau suivant:

Tableau À.G: Evolution du pH dans un nilieu synthétique avec

tampon (1o-2 M), pendant une période drincubation de

7 jours.

mil ieu t:O t:L j
pH mesuré

t:4 j t=5 j t:6 j t=7 j

PIPES 7
HEPES 7
I{ES 6
l t E s  5 . 5
MES 5

7 .  0 8
7 . 0 4
6 .  O 5
5 . 5 5
5 .  l - 3

7 . 0 4
7 . 0 2
6: .04
5 . 4 8
5 .  O 9

7 . L 5
7 . 0 9
6 .  0 6
5 .  6 5
5 . 3 2

7 . L 3
7 .  1 _ O
6 .  1 t _
5 . 6 7
5 . 3 6

7 . L 9
7 . L 6
6 . L 7
5 . 7 3
5 . 4 5

7 .  L 8
7 . 2 L
6 . 2 0
5 . 7  6
5  . 4 9

Notons que I'augmentation du pH se fait surtout sentir après 4

jours dr incubat ion.

l . 7 6



A . H  M i l i e u  A À P - P - M T ;  p H  4 ,  4 . 5  ( M E S ,  D M G A ) ;  ( o . o l -  M )

Maintenant que le tampon du pH 7.O est bien déterniné, nous

avons voulu améliorer le mil ieu expérimental à 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, Çlui perrnet de forte dérivation

de pH à bas pH (voir 3.3.6). Pour ce faire nous avons évalué

I I ef fet du pH (4. O et 4.5) ou du tarnpon (l{ES et D!,IGÀ) sur 1a

croissance de Chlorella pyrenoidosa. l,es courbes de croissance

obtenues pendant une période de 7 jours sont présentées à la figure

A.H.  11 n 'y  a pas eu de cro issance à pH 4.0 dans le  mi l ieu

tarnponné avec du DMGA (Lo nM). Les explications possibles à cette

observation sont drune part l teffet toxique du DMGA en rni l ieu

contaminé par des bactéries (Ferguson et al.,  1980) ou dfautre part

tout simplernent un effet du pH. La première explication nrest pas

vraiment plausible puisque les cultures ont été faites toutes de la

même façon et on nrobserve pas ce phénomène à pH 4.5. De plus, cê

sont les mêmes résultats que lron retrouve pour les trois

rép1icats . La deuxième explication pourrait sravérer plus

véritable puisguren effet c'est la première fois que le pH 4 est

maintenu relativement constant tout au cours de Itexpérience

(tableau A.H), alors gue dans les mit ieux contenant du MES 1es pH

de ce niveau ont beaucoup aug"menté pendant cette même période.

1 7 7



AAP-P-MT; O.O1M

LN DENSITE CELLULAIRE

1 1

0.5 3.5

Figure A.H: Courbes de croissance de Chlore1la pvrenoidosa dans un

milieu ÀÀP-P-Hr à différents pH tamponné avec MEs (pH

4 ,  4 . 5 )  e t  D M G A  ( P H  4 ,  4 - 5 )  0 . 0 L 1 ' 1 .

1.5 2 2.5 3

JOURS

1 7 B



Tab leau À.H: Evolution du PH dans

tampon (l-o-2 u), pendant

8  j ou rs .

un rnilieu synthétique avec

une période drincubation de

ni l ieu t=1 j
pH rnesuré
t=2 j t=z j t=8 j

M E S  4 . O
M E S  4 . 5
DIr{GA 4. O
DIr{GA 4.5

4 .  l - o
4  . 6 2
4 . L 2
4 . 6 3

4 . L 6
4 . 9 0
4 . L 7
4 . 7 0

4 . 5 0
5 .  0 9
4 . L 2
4 .  B 5

4  . 4 6
5 .  L o
4 . L 7
4 . 9 0

Les valeurs du taux de croissance maximal et de lraire sous la

courbe nous montrent que les milieux de même pH rnais tamponnés

d.ifférernnent nragissent pas de la même façon sur la croissance de

Chlorella pyrenoidosa. Par contre, dans les rnilieux tamponnés avec

MES les effets sont sinitaires autant pour Ia croissance maxirnale

que pour l taire sous la courbe:

Mil ieux Tarnpons ïTo, ? relati f

p H 4
p H 4
p H  4 . 5
p H  4 . 5

I'{ES
DMGA
MES
DMGA

0 . 9 6
o.  o t -
o .  B 1
0 . 9 6

t
J
+
+

. o 9

. 2 0

. 0 4

. 0 1

1 0 0
t_

8 4
t-oo

Mil ieux Tampons
A i r e  ^ ,
r o 6  c Ë i r . ' j ' * t - t  z  r e r a t i f

p H 4
p H 4
p H  4 . 5
p H  4 . 5

MES
DMGÀ
MES
DMGA

2 . O 2  +  0 . 5 3
o . o o  +  o . o 1
t - . 5 0  +  0 . 1 9
3 . 2 6  +  O . O 9

1 0 0
o

7 4
t_6 1
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À . I  M i l i e u  A À P - P - T M ;  p H  4 '  4 . 5  ( D M G À ) ;  ( O - 0 1  M )

pour srassurer que dans ttexpérience précédente les résultats

obtenus nrétaient pas dus à une contamination, nous lravons reprise

et avons obtenu les mêmes résultats (f igure À.I.).  Effectivement,

aucune croissance nrest observée à pH 4.O guand le mil ieu est

tamponné avec DMGA et au contraire, tout colnme on lra observé dans

l rexpér ience A.H,  la  cro issance à pH 4.5 sravère t rès éIevée-

Drailleurs 1es taux de croissance maximum ainsi gue la surface sous

1a courbe réflètent ces résultats:

.  Mi l ieux TT*,
p H  4 . 0
p H  4 . 5

o . o o  +  . 0 8
r . 2 2  +  . O 4

Mil ieux
Aire

106  ce l I .  ' ' I ' t n " - t

p H  4 . 5
p H  4 . o

2 . 1 - 2  *  O . L 7
0 . 0 0  +  o . o 1

1 8 0



AAP-P-MT; O.O1M

LN DENSITE CELLULAIRE
1 5

1 4

1 3

1 2

+ DMGA 4
*4 "  DMGA 4.6

n

tr
1 1

1 0

o o . 5  1 1 . 5 2 2 . 5 3 3 . 5 4

JOURS
Figure A.I: Courbes de croissance de Ch1orel1a pvrenoidosa dans un

rnilieu AÀP-P-I'îT à différents pH tamponné avec DMGA (pH

4  ,  4 . 5 )  O .  O l - M .

1 8 1



A la suite de toutes ces expériences, on a donc opté pour

1'uti l isation des tampons DI{GA (4.5

6 . o )  e t  H E P E S  ( 6 . 0

pour les expériences ultérieures en considérant que le pH seul

nraurait pas dreffet sur la croissance de Chlorel la pyrenoidosa.
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CHAPITRE 4: EFFETS DU PH SUR LES INTERACTIONS MÉTÀUX/SURFACE AI'GAI'E

4.t Introduction

Généralités

Depuis une quinzaine dtannées, oD a noté un intérêt marqué

portant sur 1es effets possibles de lracidif ication sur les

écosystèmes aquatiques (Alrner et al.,  L978; NRCC, 1981-). De plus'

une attention particulière est portée sur les métaux traces, vu la

rnobilisation géochirnigue de certains métaux qui se produit en même

ternps que lracidif ication des eaux de surface'

La problématique qui relie les métaux aux précipitations

acides, ou tout simplement à lracidif ication du mil ieu, est que

lrabaissement du pH provoque une dissociation des complexes que

forment les métaux et les ligands organiques et inorganiçfues'

menant conséquemment à une augrmentation des concentrations en ions

nétal l iques l ibres (Carnpbell  et Stokes, L985). Une dirninution de

pH peut affecter à la fois la spéciation du rnétal en solution (tel

que discuté dans le chapitre f-) et Ia sensibi l i té biologigue au

niveau de 1a surface cellulaire (Canpbell et stokes' l-985). Ces

deux réponses à Itacidif ication sont antagonistes et ont }e

potent ie t  d .e srannuler  l rune l raut re:  la  réponse g lobale drun

organisme face à des changenents de pH de 7 à 4, à une concentra-

t ion totale constante de métal, peut alors sravérer posit ive,

négative ou nulle.
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Effets biologiques possibles de Iracidif ication (algues)

A- Inhibition cornpétitive de la liaison des métaux traces aux

sites superf iciels.

11 existe sur les surfaces cellulai,res plusieurs groupes fonc-

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

Mur ray ,  L98O;  Doy le  e t  â1 . ,  l - 980 ;  C r i s t  e t  â1 . ,  1981 ;  Ne lson  e t

â1. ,  L98l - ;  Gonçalves et  a l . ,  1987) .  Ces l ia isons peuvent  inp l iquer

des qroupes fonctionnels individuels, ou une action drensemble

entre les différents groupes fonctionnels, crest-à-dire chélation.

I l  ne faut pas perdre de vue quti l  existe pour ces sites de l iaison

un potentiel à l ier des cations autres que métal l igues (Mz*), conme

les ions hydrogène, H*, par exemple. Selon les valeurs de pK" des

groupes fonctionnels inpliqués, des changements de pH pourraient

alors affecter Ie degré de protonation de ces sites de l iaison:

H* + x-cellulaire <--> Hx* - cel lulaire ( 4 .  L )

où X représente un site de l iaison.

Dans un te1 cas, Ie proton

à celui que jouent les cations

jouerait un rôIe

responsables de

l -88
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de Ia solution. Les auteurs considéraient que cette accumulation

drions hydrogène nrétait due qurà une adsorption à Ia surface

cellulaire ou à un processus physico-chinique à la surface a}gale;

ils sernblent avoir écarté ltinfluence possible de processus

physiologiques tels la photosynthèse, qui pourraient aussi

provoçfuer des hausses de pH (Parent, 1985). Le processus par

1equel les ions hydrogène étaient pris en charge ou échangés srest

avéré assez lent, des valeurs constantes de pH nrétant obtenues

guf après 2-3 heures dragitat ion (Stary et Kratzet '  1-982) '  Selon

ces auteurs, 1â prise en charge de H* serait directement

proportionnelle au nombre de cellules algales. Ces résultats

corroborent des résultats déjà obtenus pour Scenedesmus obliquus

(Stary et  a l . ,  1982a) .  Stary et  a l - .  ( l '983)  ont  de p lus montré gu 'à

pH 6.2 les cel lu1es algales étaient à demi saturées par les ions H*

(Chlorel la kessleri,  Scenedesmus obliquus) '

En 19g4, les mêmes auteurs ont étudié les mécanisrnes de prise

en charge de métaux cationiques par les murs cellulaires des algues

(stary  et  â I . ,  1-984) .  A par t i r  de ce l lu les séchées mais non

désintégrées de Scenedesmus obliquus, ils ont montré que le mur

cellulaire des algues se comportait de façon prédominante conme un

échangeur ou un ligand polyfonctionnel ayant une forte affinité

pour 1es espèces cationiques. Draprès eux, lrexistence de diffé-

rents l igands présents à la surface cellulaire pourrait expliquer

Ie pouvoir tampon des murs cellutaires. Ctest de cette façon, en

mil ieu acide, Ç[uê les ions H* sréchangeraient avec des ions calcium
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et des ions magnésium, augmentant ainsi 1e pH de Ia solution'

Inversement, à un pH éIevé, une prise en charge plus forte de Ca et

de Mg provoçluerait un relargage drions If dans la phase açlueuse.

Le but de 1a présente recherche est dtévaluer quantitativement

ltaff inité pour lr ion H* des groupements présents à la surface

cellulaire de Chlorella pyrenoidosa, êt drestimer la quantité

drions If adsorbés par lralgue en guestion. En supposant dans un

preraier temps gu'il nry a qurun seul type de groupement fonctionnel

à la surface de 1 | algue (Stary et â1. , 3-982a) , 1t équation

dtéquil ibre srécrit  de la façon suivante:

K
(::=) HL

algue déprotonée;

algue protonée;

nombre total des sites l iants.

( 4 . 3 )

constante K srénonce

( 4 . A ' � )

L-H*

où

HIF

L|!_
t

La relation

conme suit:

nathématigue

K :

gui décrit la

tHL]
t l r l  tL- l

Puisgue, t L - l
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o n  o b t i e n t  d e  ( 4 . 4 1  e t  ( 4 - 5 1  '

[HL]  :
I

quantité
de H* pris
par les algues

K [H*]
1

mesuré

t r l
1

q - H L

( 4 . 6 )

( 4 . 7 1

( 4 .  B )

( 4 .  e )

(4.r_o)

tHL] t I r  l -  [HL] =  K t l f l \

tHL l  (  L+  K[H* ] )  :  K  t ] r l  \

IHL ] K  [H* ]  , \
l_+ KtH- l

1
KiH"l  rT

1 :
t  HL]

+ 1
It

Selon I téquat ion (4.1-o) ,  Ie  graphique de t /  [HL]  en fonct ion de

t/ l ,H*l per-rnettra df obtenir \  (= L/ord,onnée à l torigine) de même que

Ia constante apparente dréguil ibre K (: ! / I+ pente).
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4.2.2 Matér ie l  e t  méthodes

Les algues sont cultivées dans un rnilieu AÀP (AI9aI Assay

procedure). Les cellules sont comptées à lraide drun compteur de

particules (Coulter Counter, modèle TA). Au début de Ia phase

exponentiel le de croissance (J-o5 cellules'nt- l) f .  "rrf t ,rre dralgues

est centri fugée à TOOO tours.min-l (centri fugeuse Sorvall  Rc2-B)

pendant i-O minutes et 1es algues sont lavées et rincées 3 fois avec

le n i l ieu d. rexposi t ion.  Lr in tégr i té  des ce l lu les est  vér i f iée au

microscope. Les expériences sont répétées avec des cellules mortes

(tuées à 6O"C pendant 6O minutes) et des cellules vivantes mais à

Ia noirceur.

Titracre en lot

Pour vérif ier Ie pouvoir tampon effecti f  des algues nous avons

procédé à lrexpérience suivante: un volume connu drune suspension

dralgues est centri fugé et le surnageant est enlevé. À1ors 2o mL

drun mi l ieu synthét ique connu (AÀP-P-MT: NaNOr:  3-O' l -o-4 M;

Mgso l ' 7L ro :  5 .96 ' l - o -5  14 ;  Mgc l r 'H ro :  5 .98 ' l - o -5  M;  cac l r ' 2 : f . zo2  3 .o l - ' 1 -o -5

M) ayant une force ionique cornparable au mil ieu de culture (: ' fO-+

M) et  de pH in i t ia l=5.80,  est  ac id i f ié  avec de I rac ide n i t r igue et

purgé avec de l razote gazeux (Azote Union Carb ide UN l -066) .  On

n,ajoute pas de NaHCOr, gui apparaît normalement dans le mil ieu

AÀp, afin dtéviter une neutral isation chimigue lors des t i trages.
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Les milieux préparés en triple ont des concentrations finales en

H N O 3  é g a l e  à  O '  O . 5 ,  1 . O ,  L . 5 1  2 . O '  2 . 5 ,  3 ' 5 ,  5 ' 5 ,  7  ' 5 t  9 ' O  3 ' O - 5

l{; 1es acuvettes sont scellées et mises à agiter doucement pendant

3 heures. Mentionnons Ç[uê, dans ce cas-ci' les algrues sont tuées

avant le début de lrexpérience en les chauffant à 6O"C pendant 60

minutes.

IJa concentration initiale en algues est de 4.5 1O5

cellules.rn1,-l  pour une concentration f inale égale à 9'106 cellules

ti trées ou 2.96. 1-O-5 L dtalgues. Lrétat morphologigue des algues

est observé au microscope après chague manipulation. Après un

temps défini (3 heures), la valeur moyenne (N:3) de pH à ltéqui-

Iibre est mesurée et eIIe est comparée avec la valeur moyenne (N:3)

de pH dtune autre solution agitée simultanément avec de ltacide

nitr ique de même concentration mais en absence de cellules algales,

soit un contrôle en tr iple pour chague [HNo3].

Titrage à Ia burette

Afin de disposer de plus de points sur les courbes de t i trage,

une deuxième série de tltrages est faite à la burette' Des

aliquots de 5O mL dtalgUes concentrées sont récoltés. Les algues

sont tuées par la chaleur. La densité cel lulaire stélève à 7 L06

cel lu les.m1,- l ,  c test -à-d i re  env i ron L5 fo is  p lus concentrée que dans

l texpér ience en lo t ,  pour  un vo lurne a lga l  de 3.26 '1O-4 L '  Les
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milieux sont purgés à lrazote jusqutà ce que le pH init ial soit

stable (pH-mètre orion Research modèle 7AL Arldigital ionalyseur,

cal ibré au O.O1- unité). Les ni l ieux avec algues et sans algues

sont ensuite titrés par HCl O.OO1!,! (solution diluée de HCl LN

Anachemia R2830) et NaOH O.OOL M (solution diluée de NaOH Fisher

SS266-L) (Burettes de 1O nL Kimax no LO2 graduées au O.O5 nL) '  sous

agitation et atmosphère drazote constantes. Des mesures de carbone

inorganique dissous sont faites en parallèle pour srassurer de son

absence. Des corrections sont apportées pour tenir compte du

volume titré qui aug,mente lors du titrage.

La même extrrérience est répétée mais avec des algrues vivantes

et à la noirceur. La densité cel lulaire est alors de L.L3 + O.OL

'  Lo6 ce l lu les 'mÏ , - î  so i t  un vo lume a lgale to ta l  de 6.92 Lo-s L-
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4 . 2 . 3  R é s u l t a t s

Expérienee de t i traqe en lot

La première série drexpériences est réalisée en triple et le

pH est mesuré après 3 heures dtagitation. Les algues sont tuées

par la chaleur sans pour autant les faire êclater' pour ainsi
tt

éviter d.es augmentations de pH pouvant être dues à des mécanismes

physiologiques plutôt qutà des mécanismes purement physico-

chimiques. Toutes les cellules sont visuellement intègres. Les

résul tats obtenus sont présentés aux f igures 4.L,  4.2,  4.3 et  4.4.

o
o
f,
g
(f

o
q)

o
-
o-

62

6.O

5.6

5.5

5.4

52

5.0

+a
4.6

1.4

12

4.0

3.8
J.8 dO 1.2 4.+ 4.6 4.8 5,0 5.2 5.4 5.6 5.8

pH sons  o lgues

Evolution du pH des échanti l lons svec algues
(Çhlore l la  ovrenoidosa)  vs les échant i l lons sans
algues ( les a lgues ont  é té tuées au préalabl " )  -
Chàque point correspond à la moyenne de 3 essais
avec son écart type.

F i g u r e  4 . L :
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Figure 4.2zRelat ion entre L/ lHLl  e t  L /Ut)  pour  I 'expér ience de

titrage en lot de Chlorel la pyrenoidosa et du mil ieu

dtexposit ion (ou les algues avaient été tuées au

préalable). Chaque point correspond à Ia moyenne de 3

essais avec son écart tYPe.
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Figure 4.3:Relation entre tHL)/\ et Ie pH poYT lrexpérience -de- 
titrage en lot Ae chiorella r:yrengidosa et du milieu
dtexpôsition (où les algiues avaient été tuées au
préalable)
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Les résul ta ts  servant  à  la  construct ion de la  f igure 4.2

appara issent  au tab leau 4.1.

T a b l e a u  4 . L z Résultats obtenus pour le t i trage rren lotrr de

Chlorel la pyrenoidosa.

ruét
pH

AÀP-alguez
pH

I HL]
ltYL

IH* ]
plM

9" HL/\

1
2
J

4

5
6
7
B
9
1 0

6 .  0 1 + .  0 1
5  . 8 2 +  -  0 2
5 . 6 2 +  O
s .  l - 4 1 .  0 6
5 .  0 8 + .  l - O
4  . 9 6 +  .  A 3
4 . 6 7 +  . 0 2
4  .  3 4 + .  O 1
4 . L 4 + . 0 9
4 .  O 5 J  O

5 . 4 2 +  . t r
5 .  O 6 + .  0 8
4 .  B 6 + . 0 5
4  . 6 9 +  .  0 4
4  . 5 0 ! .  0 7
4 . 4 2 + . 0 5
4  . 2 9 !  .  0 3
4  -  1 3 + .  0 6
3  . 9 7 1 .  O 1
3  .  8 9 + .  O 1

2 . A  0 . 9 8
7 . 2  1 . 5 1

l - 1 . 4  2 . 4 0
1 3 . 2  7  . 2 4
2 3  . 3  8 . 3 2
2 7 . T  l - 1 . 0
2 9  . 9  2 r . 4
2 9  . 4  4 5 . 7
3 4 . 7  7 2 . 4
3 9  . 7  8 9 .  1

7
t_8
2 9
3 3
5 9
6 8
7 5
7 4
8 7

1 0 0

11 ex is te p lus ieurs façons d 'évaluer  l -a  capaci té  de l ia ison

d.e H* par les algues (Cu-r) ainsi que Ia constante de demi-saturatj-on

K.  Une façon consis te en I tu t i l isat ion de la  va leur  absolue

m e s u r é e  d e  t H L ]  I o r s q u e  Z H L / L I : 1 o o  ( t a b l e a u  4 . 1 )  e t  à  e s t i m e r

v isuel lernent  K à par t i r  du graphique de e"HL/L. r  vs pH ( f igure 4.3) .

Une autre façon consis te à ext ra i re  l rordonnée à I 'or ig ine a ins i

que la  pente de Ia  régress ion l inéai re de f / tHL)  vs L/ lH* l  e t  de

t rans fé re r  ces  données  dans  l réqua t i on  4 .10 -

rni l ieu avec

rn i l ieu sans

algues

algues
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Par exemPle' Pour

o b t i e n t :  1 2 : 0 . 8 7 t

t | é q u a t i o n  4 . L O ,

L/ lHLl :

n:Lo et une régression

b :  l _ 4  . 4 .  l - 0 3 ;  m :  O .  Z g  .

type y:mx+b,

se rappelant

on

de

\= t/t.44.La-1 : 6e *,:I.ol-t

1 / (K t r l \ )  +  L / \

69 ' rg -e  u '  l - t  '  Qo/Looo,
20 .96 '  l - 0 -o  L  d ra lgues

0 . 0 6 6 n o l e s / L d r a l g u e s
( t o .  ooe  )

log K

K =  L / 1 p e n t e . \ )  =  l -  : 4  =  0 . 0 5 6  L  1 0 6  P é q
o .2B '  I t  o .28 '  69Péq '  L - r  Pêq  éq

= 5  .  59 .  tO l  L .  éq- î
:  4 . 7 5

La proportion de sites liés aux ions hydrogène par rapport aux

sites l ibres augmente en mil ieu acide (f igure 4.3) - Selon ce

graphique, la demi-saturation des algues aurait l ieu à pH = 5.1-.

On devrait atteindre un plateau de saturation autour du pH 4.2 ou

x  7 A p , N I  ( f i g u r e  4 . 4 ) .

Exnérience de titrage à Ia burette

Les expériences ont été répétées deux fois. Les résultats

appara issent  aux tab leaux 4.2 et  4 .3 et  aux f igures 4.5,  4 .6 et

4.7.  La quant i té  dr ions H* captés par  les ce l lu les est  de l rordre

de 0.Oi-5 à O.02L moles.  L- l  d ta lgues lorsgurévaluée se lon les données

brutes ou la régression linéaire respectivement. Les courbes

représentant L/lHLl vs l/f]f'+) pour les deux essais apparaissent à

Ia f igure 4.5.  Pour  ce même essai ,  oD observe ( f igures 4.6 et  4 .7,

que les sites sont à demi saturés autour du pH 5.2 (selon

l tes t ima t ion  ma thémat ique  l og  K  :  5 .04 ) -
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Tableau 4.22 Titrage de cellules mortes de Chlorel la pyrenoidosa:

ions H* I iés et l ibres.

(essa i  L :  7 ' Lo6  ce l l u les 'n l , - l )

Volune
mL+0.  O3

AÀP-algue [HL]
PH PM

algiue
pH

IH* ]
ttll

zw\

o .  o o
0 . 2 0
o . 4 0
0 . 6 0
0 . 8 0
L .  0 0
I . 2 0
L . 4 0
l - .  6 0
L . 8 0
2 .  O 0
2 . 2 0
2  . 4 0
2  . 6 0
2 . 8 0
3 . 0 0
3 . 2 0
3 . 4 0
3 . 6 0
3 . 8 0
4 .  O 0
4 . 2 0
4  . 4 0
4  . 6 0
4 . 8 0
5 .  O O
5 . 2 0
5 . 4 0
5 . 6 0
6 .  0 0
6 . 4 0
6 . 8 0
7 ; 2 0
7  . 6 0
8 .  O O

6 .  l _ o
6 .  O 5
6 .  O L
5 . 9 4
5 . 8 4
5 . 7 6
5 . 6 6
5 . 5 8
s . 5 l -
5 . 4 4
5 . 3 8
5 . 3 0
5 . 2 4
5 .  l _ 8
5 .  t - 3
5 .  O 8
5  - O 2
4 . 9 9
4 . 9 3
4 . 9 0
4 . 4 6
4 . 8 3
4 . 7 a
4 . 7 5
4 . 7 L
4 . 6 7
4 . 6 4
4 . 6 0
4 . 5 8
4 . 5 2
4 . 4 7
4  . 4 0
4 . 3 3
4 . 2 8
4 . 2 4

5 . 4 3
5 . 2 4
5 .  0 9
4 . 8 6
4 . 7 6
4 . 6 6
4 . 5 7
4 . 5 r -
4  . 4 5
4  . 4 0
4 . 3 6
4 . 3 2
4 . 2 9
4 . 2 6
4 . 2 3
4 . 2 L
4 . 2 0
4 . . 1 7
4 . L 6
4 . 1 3
4 .  l _ o
4 .  0 8
4 .  0 5
4 .  0 3
4 .  O l -
4 .  O O
3 . 9 9
3 . 9 7
3  . 9 5
3 . 9 2
3 . 9 0
3 . 8 8
3 . 8 s
3 . 8 3
3 . 8 2

2 . 9 2
4 . 8 6
7 . L 5

L 2 . 6 6
1 5 . 9 3
2 0 . L 4
2 0 . 7 3
2 8 . 2 7
3 2 . 3 9
3 6 .  t - 8
3 9 . 4 8
4 2 . 8 5
4 5 . 5 3
4 8 . 3 5
5 L . 4 7
5 3 . 3 4
5 3 . 5 5
5 7 . 3 8
5 7  . 4 3
6 l - . 5 4
6 5 . 6 3
6 8 .  3 9
7 2 . 5 3
7 5 . 5 4
7 8 . 2 3
7 8 . 6 2
7 9  . 4 2
8 2 .  O 3
8 5 . 9 0
9 0 .  0 3
9 2 . O L
9 2 . 0 4
9 4  . 4 8
9 5 . 4 3
9 3 .  B l -

o . 7 9
0 . 8 9
0 . 9 8
l - .  L5
L . 4 5
L . 7  4
2 . t 9
2  . 6 3
3 .  0 9
3 . 6 3
4 . L 7
5 .  O l -
5 . 7 5
6 . 6 t
7  . 4 L
8 . 3 2
9 . 5 5

1 0 . 2 3
l - l - .  75
L 2 . 5 9
L 3 . 8
L 4 . 7 9
1 6 .  6
1 7 . 7 4
t - 9 . 5
2 L . 3 4
2 2 . 9 L
2 5 . L 2
2 6 . 3
3 0 . 2
3 3 . 8 8
3 9 . 8 1 _
4 6 . 7 7
5 2  . 4 8
5 7 . 5 4

3 . l -
5 . L
7 . 5

L 3 . 3
L 6 . 7
2 L .  L
2 5 . 9
2 9 . 6
3 3 . 9
3 7 . 9
4 L . 4
4 4 . 9
4 7 . 7
5 0 . 7
5 3 . 9
5 5 . 9
s 5 .  l -
6 0 .  1
6 0 . 2
6 4 . 5
6 8 . 8
7 L . 7
7  6 . O
7 9 . 2
8 2 .  O
8 2  . 4
8 3 . 2
8 6 .  O
9 0 .  o
9 4 . 3
9 6  . 4
9 6  . 4
9 9 .  O

L o o .  0
9 8 .  3
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T a b l e a u  4 . 3 : Titrage de

pyrenoidosa:

( e s s a i  2 :  7 '

cel lules mortes de

ions H* I iés et l ibres.

1-o6 cellules'nl,-1)

Chlore1la

Volume
rnI,tO. O3

AÀP-aIgue [HL]
pH 1rl{

algue
pH

tIr l
pM

z wf\

0 .  o o
o . 2 0
o . 4 0
o .  6 0
0 . 8 0
L .  o o
L . 2 0
l _ . 4 0
l - .  6 0
1 . 8 0
2 . O O
2 . 2 0
2 . 4 0
2 . 6 0
2  . 8 0
3 . 0 0
3 . 2 0
3  . 4 0
3 . 6 0
3 . 8 0
4 .  O O
4 . 2 0
4 . 4 0
4 . 6 0
4 . 8 0
5 .  O O
5 . 2 0
5 . 4 0
5 .  6 0
6 .  O O
6  . 4 0
6 . 8 0
7  ; 2 O
7  . 6 0
8 .  O O

6 .  O 3
5 . 9 8
5 . 9 2
5 .  8 3
5 . 7 5
5 . 6 7
5 .  6 1 _
5 . 5 3
5  . 4 6
s . 3 9
5 . 3 4
5 . 2 7
5 . 2 2
5 .  l - 8
5 .  l - 3
5 . 0 7
5 . O 2
4 . 9 7
4 . 9 2
4 . 8 9
4 . 8 4
4 . 8 0
4 . 7 6
4 . 7 3
4 . 7 0
4  . 6 6
4  . 6 4
4  . 6 L
4 . 5 8
4 . 5 2
4  . 4 7
4  . 4 2
4 . 3 8
4 . 3 3
4 . 2 9

5  . 4 3
5 . 2 4
5 .  0 9
4 . 8 6
4 . 7 6
4 . 6 6
4 . 5 7
4 . 5 r -
4 . 4 5
4 . 4 0
4 . 3 6
4 . 3 2
4 . 2 9
4 . 2 6
4 . 2 3
4 . 2 t
4 . 2 0
4 . 4 7
4 . t 6
4 .  1 3
4 .  l - o
4 .  O B
4 .  0 5
4 .  0 3
4 . 0 1 _
4 .  O O
3 . 9 9
3 . 9 7
3 . 9 5
3 . 9 2
3 . 9 0
3  . 8 8
3 . 8 s
3 . 8 3
3 . 8 2

2 . 7 8
4 . 7 L
6 . 9 3

L 2 . 3 2
1 5 . 6 0
2 0 . 7 4
2 4  . 4 6
2 7 . 9 5
3 2 . O L
3 5 . 7  4
3 9 . 0 8
4 2  . 4 9
4 5 . 2 6
4 8 . 3 5
5 L . 4 7
5 3 . 1 5
5 3 . 5 5
5 7  . 8 9
5 7  . L 6
6 r . 2 5
6 4 . 9 8
6 7 . 3 3
7 t . 7 5
7 4 . 7 A
7 7  . 7 7
7 8 . L 2
7 9 . 4 2
8 2 . 6 0
8 5 . 9 0
9 0 .  0 3
9 2 . O r
9 3 . 8 1 -
9 9 . 5 7

1 0 1 .  l - 4
l - 0 0 .  o 7

o . 9 3
r - .  05
1 . 2 0
t - .  4 8
L . 7 8
2 . L 4
2 . 4 5
2 . 9 5
3  . 4 7
4 . O 7
4 . 5 7
5 . 3 7
6 .  O 3
6 . 6 1 -
7  . 4 L
8 .  5 l _
9 . 5 5

L O . 7 2
L 2 . O 2
1 2 . 8 8
L 4 . 4 5
l _ 5 . 8 5
L 7 . 3 8
L 8 . 6 2
l _ 9 . 9 5
2  t - .  8 8
2 2 . 9 L
2 4 . 5 5
2 6 . 3 0
3 0 . 2 0
3 3 . 8 8
3 8 .  O 2
4 L . 6 9
4 6 . 7 7
5 ] j - . 2 9

2 . 8
4 . 7
6 . 8

L 2 . 2
1 5 . 4
L 9 .  s
2 4 . 2
2 7 . 6
3 L . 7
3 5 .  3
3 8 . 6
4 2 . O
4 4 . 8
4 7  . 8
5 0 . 9
5 2 . 6
5 2 . 9
5 6 . 3
5 6 . 5
6 0 .  6
6 4 . 2
6 6  . 6
7 0 . 9
7 3 . 9
7 6 . 9
7 7 . 2
7 8 . 5
8 1 . 7
8 4 . 9
8 9 .  O
9 L .  O
9 2 . 8
9 8  . 4

1 - 0 0 .  0
9 8 . 9
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(où les a lgues a.va ient  é té tuées au préalable) '
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H. pour lrexpériencé de t i trage de Chlorel la
pyrenoidosa et du ni l ieu dtexposit ion (où les algues
avaient  é té tuées au Préalable) .
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Titrage des alcrues vivantes

On a procédé au titrage dralgues vivantes à Ia noirceur. Les

résultats apparaissant au tableau 4.4 montrent quelques

irrégularités et variabilités quant à lrestimation du pourcentage

de sites 1iés (*). Cependant, ces résultats laissent supposer ç[ue

les algues vivantes nradsorberaient pas drions H* au delà du pH

5.3, comparativement aux algues mortes gui en adsorbaient jusqurau

pH 5 .4  ( t ab leaux  4 . ! ,  4 .2  e t  4 .3 ) .  Le  pK"  des  a lgues  mor tes  es t

légèrement plus grand gue celui des algues vivantes, cependant si

on fixe le niveau de 1- plmol'L-l H* conme seuil, oD peut avancer que

les algues vivantes se conportent sensiblement de la même façon que

les algues mortes. Les données et }e graphique qui ont servi à

calculer Co_,, apparaissent au tableau 4 .4 et à la f igure 4 . 8

respectivement. Les Co-, et 1og K ainsi évalués sont de ltordre de

0 .008  à  O .O24  mo les 'L - l  de  I {+  e t  4 .6 - -4 .35  se lon  I t es t ima t ion

mathématigue ou graphigue. La relation existante entre les sites

protonés et le pH et Ia concentration en If est représentée aux

f  i gu res  4 .9  e t  4  .  l - 0 .

Tabteau 4-4: Titrage de cetlutes viyantes deQb-torgl le pyrenoidosa à ta noirceur: ions t l+ t iés et t ibres.
(  t .  t s .  t o 6  c e t  t u l . e s ' m L - 1  )

Votune
mLt0.03

atgue
pH

AAP-atgue
pH

tHLI
,d.l

t H '
ttl4

I ttL/L1

0 .40
0.80
1 .00
1 .20
1 .40
2.00
2 .20
2.40
2.60
3 .00
3.20
3 .80
4.40
4.60
4.80
5  .00
5 .20
5 -40

5 .30
4.88
4.76
1.67
4.60
4-42
4.38
4.34
1.30
1.21
4 .21
1 . 1 1
4.O9
4 .07
4 .05
1.04
4.O2
4 .01

5 .30
4. t#
4 .71
4.62
t+.54
4.37
4.34
1.30
4.26
4 .20
4 . 1 7
4 . 1 0
4.04
4 .03
4 .00
3.99
3.98
3-96

0 .00
0.62
2 . 1 2
2 .61
3.72
4 . &
4.02
4 .41
1 . U
5  .55
5.95
6.99
9.92
8 .21
10.87
1 ' t  . 13
9 .21
12.37

5 .01
1 1 . 1 8
17.38
21.38
?5 .12
38.02
41.69
45.71
50.12
57.54
61.6
72.44
81 .28
8 5 . 1 1
89 .13
91 .20
95.50
97.27

0 . 0
5 . 0

17.1
2 1  . t
30.' l
37.5
32.5
35.6
39.1
14.9
48.1
56.5
80.2*
6 .4
87.9
89.9
74.5*
100 .0

2 0 8
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4 . 2 . 4  D i s c u s s i o n

Le bilan 6es expériences de titrage de Chlorella pyrenoidosa

apparaît au tabteau 4.5. Les valeurs de cn-* exprinées en moles de

H* captées par litre dralgues sont sensiblement les rnêmes aux

expériences 2 et 3, alors quron obtient le triple à 1a prernière

expérience mêrne si Ia densité cellulaire était moindre dans celle-

ci comparativement aux deux autres expériences gui ont suivi- 11

se peut que le titrage à Ia burette sous-estime Ia capacité des

algues à lier les ions If puisque seulement cinq minutes environ

étaient allouées entre chaque ajout de titrant comparativement à

t ro is  heures dans la  méthode en lo t  (vo i r  exp. l  au tab leau 4 '5) '

par contre, 1â période de 5 minutes avait été déterminée au

préa1able par le tenps mesuré entre deux ajouts de titrant pour

qu' i t  y ait stabil isation apparente du pH.

Mêrne si Stary et al. (L983) ont observé que Ia prise en charge

de H* et de HgCl, par des cellules vivantes était substantiel lernent

plus lente que pour les cel lules tuées par chaleur (60"C) , cê

phénomène nra pas été observé lors de nos expériences. Àlors que

Stary et aI. ( l-9g3) mentionnent que les facteurs de concentration

égaux entre les cel lules vivantes et les cel lu1es nortes ne sont

atteints gutaprès plusieurs heures dtagitat ion, on a obtenu des

valeurs sensiblement identiques, guti l  sragisse dralgues mortes

( 0 . 0 2 1 -  m o l e s . L - l ) ,  o u  v i v a n t e s  ( O . O 2 4  m o l e s ' L - l ) ,  ê t  c e  p o u r  1 e s

mêmes périodes de stabilisation du pH. On dénote quand même une

légère différence entre Co-, pour les algues vivantes (O-009 moles'

L-1)  e t  1es a lgues mortes (O.OL4 moles 'L-1)  lorsque ces va leurs sont

obtenues par inspection graphigue des données brutes.
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Nous devons de ptus considérer les résultats obtenus avec les

algues vivantes conme étant plus erratigues que ceux obtenus avec

les algues tuées, à cause des phénomènes physiologiques qui

viennent influencer le caractère purenent physico-chinique de

lradsorption des ions H* à la surface cellulaire.

Lorsque Stary et aI. ( l-982b) avaient étudié la prise en charge

du ctrrome par des algues, ils avaient observé que la vitesse de

prise en charge, le facteur draccumulation ainsi que Ia capacité de

lralgue à accumuler Ie Cr (II f) étaient sensiblement les mêmes pour

les algues mortes et vivantes. Ce résultat leur suggérait que Ia

prise en charge du Cr était due principalement à lradsorption

chimigue à la surface cellulaire. Paral1èIement aux observations

de Stary et al. (1-982b) et à part ir des résultats obtenus, nous

pouvons avancer dans notre cas gue Ia prise en charge de H* par les

algues vivantes est principalernent rel iée à 1a capacité

dtadsorption de la surface cellulaire. Nous pouvons représenter

lradsorption des ions H* à 1a surface des algues vivantes à

différents pH de la façon suivante ou le pH de demi-saturation

é g a l e  e n v i r o n  4 . 2 - 4 . 3 .
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t Algues

o
a

.'7
o

a

a

a
o

AIgues-H
a

a
a

t
0 #

4.8 5.0 5.2 5.+4.0 1.2 1.+ 1.6

pH
olgue: vivsntes

L,es cellules algales montrent une forte tendance à accumuler

des ions H* (Cr is t  e t  a1. ,  1981- ;  Stary et  Kratzer ,  1982;  Stary et

âI . ,  t -984) .  En déteminant  Ia  capaci té  des ce l lu les a lga les à

accumuler  les ions 'hydrogène,  Stary et  a I -  (L983)  ont  obtenu des

valeurs (Ca-n)  égaIes à 0.4 L.2 moles 'L-1 d 'e  ce l lu les a lga les

(volurne hurnide) et une constante de demi-saturation (PKx) de 6'2'

ce qui  s ign i f ia i t  gutà pH 6.2 '  les s i tes présents à la  sur face

cellulaire étaient à demi saturés par les ions hydrogène. Les

valeurs de Co_, sont beaucoup plus élevées que celles obtenues dans

la présente recherche soit co-, :  o '  o2L à o '  066 rnoles 'L-1' et

Ieur valeur de pIÇ est nettement plus élevée que nos valeurs qui

se s i tuent  ent re 4.4 et  5 .2.  Les auteurs,  eux-mêmes,  ont  constaté

que 1es valeurs de capacité draccumulation des H* étaient très

é1evés pour  les a lgues qu ' i ls  ont  é tudiées,  so ient  Chlore l1a

kessler i  e t  Scenedesmus obl iquus.
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Rappelons ç[ue Stary et aI. (]-983) tuaient 1es cellules algales

(60"C pendant 60 minutes) avant de les suspendre dans une solution

titrante acide et quraucune observation de lrintégrité des cellules

nrest mentionnée dans leurs ouvrages. Si pour des raisons de

déséquilibre osmotique, il y avait éclatement des cellules, les

valeurs élevées de Cu-, gur i1s ont observées pourraient êt,re

expliguées par une sur-estination due à la présence de murs

cellulaires provenant des organites intracellulaires, auçtmentant

ainsi Ia disponibi l i té des sites de l iaison avec H* et biaisant

l rest i rnat ion de Co-*  à ta  sur face ce l lu la i re  ( tab leau 4.5) .

Par ai l leurs, Crist et aI. (L98l-) ont déterminé le Co-, sur des

fragiments de murs cellulaires (Vaucheria) et les valeurs obtenues

ne dépassaient pas l- mole'L-l de murs cel lulaires séchés ce qui

signif ie qurexprimées en rqoles'L-1 de volume humide, ces valeurs

seraient beaucoup plus faibles que cel1es que Stary et al. (1983)

ont obtenues et donc se rapprocheraient des nôtres.

Gonçalves et  a l .  Q987)  ont  pu caractér iser  drune cer ta ine

façon le type de groupements de liaison sur la surface cellulaire

drune bactérie (Klebsiel la pneumonia, traitée à la formaldéhyde)

pouvant intervenir dans le captage des ions présents dans Ie

rni l ieu. Afin de réaliser leur expérience, i ls ont procédé tout

conme Stary et a1. (1-982a), au t i trage drune suspension bactérienne

avec de lracide nitr ique et de lrhydroxyde de sodium. De cette

2L5
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façon, i ls ont fait  ressort ir deux points drinf lexion de la courbe

autour  des pH 4.7 eX 7.8,  a ins i  qurun p lateau à un pH de l -O.

A bas pH, ce sont les groupements dracide carboxyligue

(sini laires au PK" = 3 et au pK" s 5 de lracide phthalique ou dtun

pK" x z.g de lracide salicyl içIue) qui ont été t i trés. A des pH

plus élevés, 1es acides aminés tels la glycine (pK" = 9.5) ou les

groupes phénoliques perdaient leur proton. Les auteurs ont mesuré

une capaci té  de l ia ison dr ions hydrogène drenvi ron 7.4 1O-4 moles

de.H* par girarnme de bactérie ou 4.3 10-6 moles de H* par m2 de

surface de bactérie. Pour notre part, si on exprime Ia capacité de

Iiaison des tf par Chlorel la en moles't-2, on obtient une capacité

de  l i a i son  de  250  l -0 -6  mo les 'm-2  (à  pH  4 .0 )  ou  4 .6 'LO-6  mo les 'm-2

de sur face a1gale (à pH 4.9) ,  ce qui  est  supér ieur  à ce que

Gonçalves et al. G987) ont observé pour leur bactérie.

Xue et  a l .  ( l -988)  ont  obtenu des va leurs de Co- ,  de l rordre de

0.076 moles 'L-1 à pH 4.0 pour  une a lgue v ivante (Chlamydomonas

rheinhardi i),  ce qui se rapproche de nos valeurs obtenues pour

Ch1ore1la pvrenoidosa vivante. Tout conme nous, ces auteurs

obtenaient une capacité de l iaison de H* nulle à pH 7.O, ce qui

suggère gue la proportion des sites protonés à un pH donné, ainsi

que le type de site à Ia surface cellulaire, diffèrent

considérablement entre les algues et les bactéries, et que la

capaci-té à lier les ions hydrogène (exprimée sur une base de

superf icie) est supérieure ch.ez 1es algues.
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Cet exercice a permis drestimer Ia constante dréguil ibre

régissant la relation entre les algues et les ions hydrogène. Sa

valeur se trouve entre o.4 et L.L l-05 L'éq-t (voir le tableau

4.4r. Par contre, la technigue de Ia burette a pu sous-estimer les

ligands totaux sur les algues puisque les lectures du pH se

faisaient en dedans de 5 minutes comparativement à Ia technique en

lot où les mesures se faisaient après 3 heures. De plusr oD peut

avancer que Ia capacité de l iaison des algues se joue entre 0.02 et

o.a7 moles H*'L-1. Ces résultats seront uti l isés u1térieurement

dans la discussion des résultats drexpériences portant sur Iteffet

du pH sur 1a prise en charge de lrAI et du Mn par Chlorel la

ovrenoidosa.
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4.3 Ef fe t  du pH sur  l tadsorpt ion du Mn

4.3. l -  In t roduct ion

Afin de connaltre lteffet du pH sur les interactions

rnétaux/membrane on étudie I I influence d.u pH sur la prise en charge

de manganèse à court terne par une algue unicellulaire, Chlorella

pyrenoidosa, sous des conditions chirnigues contrôlées.

pour vérif ier sans arnbiguité s I iI y a cornpétition entre H* et

Mz* à lr interface cellule/mil ieu, i I  faut que le protocole

expérimental respecte certains cri tères (Carnpbell  et Stokes, 3-985):

La spéciation du métal en solution doit changer peu avec le

pH (A9, Cd, Co, Mrr, Ni et Znl, af in que toute variat ion

dradsorption ou drassimilat ion soit inputable à des processus

se produisant  à  I ' in ter face ceI lu le /mi l ieu-

On doit travail ler avec un mil ieu drincubation inorganique

bien défini,  ou sinon, un mil ieu organique défini ne contenant

çIue des tampons faiblement complexants (pour minirniser les

changements de spéciation se produisant dans Ia solution quand

l_-

2 -

3 -

le  pH est  changé) .

on doit utiliser des concentrations de métal gui

rapprochent de celles guron retrouve en mil ieu naturel.

Les incubations en présence du métal étudié doivent être

courtes durées pour minimiser Ia présence d'exudats dans

de

Ie

4 -
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milieu et pour empêcher des variations de pH dues à Ia

croissance des algues.

Les expériences actuelles sont effectuées en respectant les

critères ci-haut mentionnés.

4.3.2 Matér ie l  e t  méthodes

Au cours des différentes expériences, on utilise un rnilieu

inorganique (crest-à-dire, gui ne contient pas dragents chélateurs

qui pourraient faire changer Ia spéciation du manganèse à

différents pH) ne contenant pas dtautres métaux traces afin de

minimiser les interactions entre ceux-ci et Ie manganèse.

Les algues sont mises en contact avec le Mn pendant une courte

période de temps afin de diminuer le risque de contarnination du

mil ieu drincubation par 1es exudats ou les produits

extracellulaires provenant des algues mêmes. Des précautions

appropriées sont prises afin dtéviter toute contamination ou perte

de  Mn  (Schenck  e t  a I . ,  l - 988 ) .
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Conditions de croissance

Les cultures dralgues axénigues de Chlorella nvrenoidosa sont

cultivées en semi-continu dans un milieu ÀÀP dans une bouteille de

TeflonR de 2 L. Les cultures sont aérées et agitées

continuellement dans un incubateur sous une luminosité constante de

l_l-5 pE.m-2. s-l produite par des tubes fluorescents froids et blancs

(chap i t re  2 ) .

Prise en charge du mangarièse

Au début de Ia phase exponentielle de croissance les algues

sont centrifugées et lavées avec le mitieu drexposition (voir

chapitre 2'). Les algues sont alors transférées dans ce dernier

mil ieu pour une période draccl imatation de 1,2 heures afin d'éviter

un choc osmotique durant les premiers moments dtexposition au

méta l .

On procède à deux expériences ou Ia concentration nominale en

rnanganèse est de 1O0 ttg'L-1 (1.8 rrM) et ou le pH est de 5.5 ou de

7.A. Au début de chacune des expériences, les algues sont

récoltées et mises en suspension dans une bouteille en TefIonR de

t- L contenant le rnilieu expérimental (3 répétitions). Les milieux

sont continuellement agités, aérés, êt sous luminosité constante

( l - l -5  I rE.m-2." -1) .  Le pH est  maintenu constant  à  l ra ide de tampons

connus comme étant très peu complexants (MES et HEPES; O.OL l'1)
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choisis pour minimiser Ia complexation des métaux divalents dans Ie

mit ieu expérimental (Schenck et aI.,  l-988). Le Mn est ajouté sous

Ia forme de MnCl. marqué avec du 5aMn (New England Nuclear Corp;

activité spécif ique de 26200 cpm'pg-t Mn) 12 heures avant l tajout

des algues afin de permettre 1réquilibration du radioisotope avec

le manganèse rrfroidrr (non radioactif) . La radioactivité finale

du rn i l ieu drexposi t ion mesurée est  de 0.4 KBq'L-1 (2.g ' tO6 dpn'  L- l  -

efficacité de comptage déterninée à partir de standards.)

A chaque pér iode dréchant i l lonnage ( t=0,  O.25,  O'5,  e t  4  h)

trois sous-échantillons réels (provenant de 3 bouteilles

différentes) sont filtrés sous faible pression (< l-O0 nun Hg) sur

des f i l tres Nuclepore de porosité de O.4 rrm jusqurà suceion

visiblement complète du liquide. Les filtres ne sont pas rincés

mais laissés à sècher quelques minutes. Les échantillons retenus

sur les f i l tres sont digérés à lracide nitr ique ultrapur (voir

chapitre 2), di lués et mesurés au compteur ganma. Des essais

préIiminaires ont montré que la géométrie du f i t tre affectait

signif icativement Ie nombre de comptes. Pour cette raison, Ies

algues sont digérées à lracide nitr igue avant 1e comptage, alors

que seul le f i l trat est compté directement, sans 1rétape de

digestion. La concentration de manganèse ainsi déterrninée

correspond à la prise en charge totale de manganèse [Mn]r et est

exprimée en moles'm-2 de surface algale. En paral1èIe, des SouS-

échant i l lons sont  t ra i tés à ITEDTA (1-OO pt{ )  e t  au CaCl ,  (600 t I '1)

pour respecter la force ionigue. Après 20 minutes de contact, les
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cellules sont filt,rées et analysées conme ci-dessus. Cette

extraction à I|EDTA permet de discriminer entre le manganèse

cellulaire ( [Mn]c, non-extractible à I rEDTÀ) et le mangranèse

adsorbé ( th l " ,  so i t  ext ract ib le  à ITEDTÀ) (Schenck et  a I . '  1988) .

Des blancs de filtration sont mesurés à partir de filtrations

paral lèIes du rni l ieu radioactif  sans algues.

Tout au cours de ltexpérience, des échanti l lons de rni l ieu

total et filtré sont mesurés pour vérifier les pertes possibles de

Mn du nilieu initial. La radioactivité de 5aMn a été déterrninée en

utilisant un spectromètre ganma (LKB Wa11ac, model # L9g2r. Les

cellules sont comptées par un compteur de particules (Coulter

counter, modèle TA-II). La surface cellulaire est déduite des

valeurs de volume cellulaire obtenues au compteur, lequel était

cal ibré à part ir de suspension d'algues pour lesquelles le diamètre

avait été mesuré par micrométrie optigue (voir chapitre 21.

Mesure du f lux cel lulaire

pour comprendre lr inf luence de la concentration de métal

externe sur la prlse en charge du métal par Ia cellule, oD doit

prendre en considération le transport du métal jusgurà la surface

cellulaire et au travers de la membrane cellulaire.
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par exemple, une ceIIuIe algale peut être considérée comme une

sphère posséd.ant une couche de diffusion dont 1répaisseur dépend du

mouvement relati f  de la sphère et de lreau. En lrabsence drespèce

rnétalligue liposoluble, le transport du nétal à travers 1a membrane

cellulaire va dépendre des sites de transport spécifique. Si la

vitesse de transport dtun ion nétallique libre à travers la

membrane cellulaire est plus faible que sa diffusion à travers Ia

couche de diffusion, il nry aura pas de gradient de concentration

de lrion libre dans Ia couche de diffusion et conséquemrnent, pas de

contribution mesurable de la part des métaux traces complexés au

pool de méta1 l ibre qui est pris par lralgue. Dans ces condit ions,

Ia valeur du f lux mesuré drun métal trace donné vers lr intérieur

dtune cellule algale, nn, sera donc plus faible que Ie f lux maximun

calculé pour la diffusion du rnéta1 libre seul de la couche de

diffusion vers Ia surface cellulaire Fc.

La quantité drune substance qui diffuse dans une petite sphère

en fonct ion du temps,  Q ( rnole 's-1) ,  est  donnée par  l réquat ion

suivante (Crank, L975) z

Q :  A r D (cb-cs) (4. r-r-)f " ' f d

fd-r"

D :

c" :

cu:

r . 3

rd3

coeff icient de diffusion moléculaire

concentration à Ia surface de la sphère

concentration dans Ia solution

rayon de la sphère

rayon de la sphère + lrépaisseur de Ia couche
di f fus ion
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Le flux se calcule de la façon suivante :

F c  ( n o I ' c t - 2 ' s - l )  = (4.L2l,

S: surface de la sphère.

f lux peut alors être inf luencé par (Schenck et al.,  1988):

la constante de vitesse pour 1e transport du nétal à travers

la membrane;

la concentration totale du métal dans Ia solution;

le degré de complexation du métal en solution;

les coeff icients de diffusion des ions l ibres et complexés;

1es constantes de vitesse pour la dissociation de ces com-

plexes.

4 . 3 . 3  R é s u l t a t s

Les résultats obtenus sont représentés à la f igure 4.1-l-.  Les

courbes qui y sont, tracées peuvent être divisées en deux phases

bien dist inctes: une phase init iale et rapide représentant

Iradsorption du métal sur la surface cellulaire et une phase plus

Iente qui el le, serait associée à lr incorport ion du métal dans les

cel lu les a lqa les (Schenck et  a1. ,  L988) .  On a pu d is t inguer  ces

deux phases en procédant au traîtement à ITEDTA, te] gue mentionné

p lus  hau t  ( t ab leau  4 .7 ) .

q
S
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p H  5 . 5 p H  7 . otMÀTIGANESEI^
(  10- '  mo les  'm ' ' )

[Mn]  r

[Mn ]  c

[Mn ] r

o L"s valeurs correspondent à la moyenne de 3 essais à pH 7.0
et .  2  essais  à pH S.S et  à  une b ioaccumulat ion net te ,  c . -à-d.

tMnl  après 4 heures d 'exposi t ion -  tMnl  in i t ia l .

2 . 4 7  t  O . O 4

l - .  18  +  0 .  L6

1 . 3 0  t  0 . 1 9

5 . O 9  +  0 . 0 5

t . r - 7  t  o . L 4

3 . 9 2  +  0 .  L 9
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Les résultats exprimés au tableau 4.7 et aux figures 4 ' l-l--

4.L3, montrent qurà pH 5.5 la prise en charge totale de manganèse

est plus faible gu'à pH 7.O. Ceci serait dû principalernent à une

dirninution de lradsorption du manganèse sur la surface algale à pH

5.5 (f igure 4.1-3) puisque le f lux du manganèse à travers Ia

membrane cellulaire ne semble pas varier de façon appréciable selon

Ies deux pH expérimentés (figure 4.L2). On se doit de remarquer la

prise en charge de Mn cellulaire rapide dans les 15 premières

minutes alors quron srattendait à une pente constante aux cours de

l rexposi t ion (Schenck et  a I . ,  l -988) .  On pourra i t  supposer  ic i ,  une

faible eff icacité de ItEDTA à capter les cations Mn fortement l iés

à la surface cellulaire dans les premières minutes de lrexposit ion.

Tel que mentionné dans Stary et a1. ( l-983), les cations ont

tendance à sradsorber drabord préférentiel lement aux sites dont

l ra f f in i té  est  1a p l -us grrande.

Cette constatation pourrait aussi être due à un artefact

introduit dans lrestimation du Mn associé aux algues alors gue le

Mn mesuré pourrait résulter à Ia fois du Mn rel ié aux algues mais

aussi à la rétention de mil ieu radioactif  par lramas des algues sur

le f i l tre qui ne serait pas nécessairement corrigée par le Mn

retenu par un f i l tre vierge (blanc de f i l trat ion)'

Notons de plus, QUrà part une perte signif icative drenviron

2OZ de Mn après 1-5 minutes drexposi t ion ( f igure 4.L4) ,  le  Mn en

solution ne varie pas de façon signif icative durant le reste de

1 t expérience.
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4 . 3  . 4 Discussion

On a pu dérnontrer par eette expérience que }a prise en charge

de Mn était moindre dans un mil ieu acide, principalement à cause

drune d iminut ion de l tadsorpt ion à Ia  sur face ce l lu la i re-  Des

résultats sirnj- laires ont déjà été observés avec drautres algues

unice l lu la i res.  En ef fe t ,  les résul ta ts  publ iés dans Ia  l i t téra-

ture montrent que lors drune dirninution de pH de 7 à 4' pour le Cd,

leMn,  êt  le  zn,  o t r  observe une compét i t ion év idente entre l r ionH*

et  l r ion néta11ique aqueux pour  les s i tes de l ia ison de 1a sur face

ce l l u la i re  de  l t a lgue  ou  de  l a  bac té r i e ,  e t  ce  dé jà  à  des  va leu rs

de pH souvent  rencontrées dans les mi l ieux nature ls  ac ides,  crest -

Evolution du de Mn dissous au cours de lrexpérience
de prise en charge cellulaire de Mn pendant une
période de 4 h par thlorell? pvfenoidosa à pH 5'-5
ét Z.O. La concêntration init iale en Mn dissous du
mil i .eu étai t  de 1.8 PrM.
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à-d i re  à  pH>5  (Doy le  e t  a l . ,  l - 980 ;  c r i s t  e t  â1 . ,  1981- ;  Ba tes

a1. ,  Lga2i  Stary et  â I . ,  l -983t  Lee et  Wa}ker ,  L9a4;  Harr ison

â1.  ,  l -986,  Schenck et  ê1.  ,  1 ,988)  .

Parmi ces exemples I crest lrapproche de ses derniers

chercheurs qui ressemble le plus à celle adoptée dans Itexpérience

actuelle. En effet Schenck et al. ( l-988) ont étudié lreffet de

variat ions de pH (7-->5) sur lrassimilat ion de fer et de manganèse

par Ie phytoplancton, utilisant Chlamvdomonas variabilis contme

organisme test, et ont mesuré lrassimilat ion de ces métaux à court

terrne sous des conditions chimiques contrôlées. La prise en charge

totale en manganèse variait selon le pH tout conme dans

ltexpérience actuelle. Cependant, dans leurs essais ctétait la

prise en charge du Mn intracellulaire qui srest avéré sensible au

ehangement du pH; 1'adsorption du manganèse à la surface cellulaire

ne dépendait pas du pH et atteignait rapidement un plateau.

Rappelons çfue dans Ie cas présent les valeurs de Mno diminuent de

662 entre le pH 7 et le pH 5.5. Outre cette différence, i1 faut

aussi signaler que la courbe de Ia prise en charge du Mn cellulaire

est constituée de deux phases dont I tune rapide (dans les l-5

prernières minutes) et lrautre plus lonque et I inéaire jusgu'à Ia

f in de 1texpérience. Ceci diffère des résultats publiés par

Schenck et al. (L988) qui nrobservaient pas 1a prernière phase rnais

un f lux cel lulaire l inéaire et constant dans Ie temps.
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11 serait plausible de croire que Ie pH agit tout drabord sur

lradsorption du métal à la surface algale puisque tel que mesuré

par Gonçalves et aI. ( l-987) '  l raff inité drun nétal sous forme

cationique pour des çfroupes fonctionnels à la surface cellulaire

est fortement dépendante du PH, et à un pH donné, diminue avec

lraccumulation constante du nétal sur la surface cellulaire drune

bactérie. Ceci indique que les cations se lient premièrement aux

ligands de surface qui présentent Ia plus forte affinité et

subséguemment aux autres l igands dont Itaff inité est moindre. Si

de tels l igands sont déjà associés aux ions H* (Stary et Kratzer,

L9B2), lradsorption sera éventuellement moins élevée à bas pH. La

prise en charge se ferait donc principalernent par un processus

physico-chirnique à Ia surface cellulaire des algues.

Àlors qu 'à la  par t ie  4.1 du présent  chapi t re ,  on observai t  que

les sites à la surface de Chlorel la nyrenoidosa vivante ou morte

nracceptaient pas de protons à des pH supérieurs à 5.5, i f  semble

que les résultats de cette part ie-ci dénontrent au contraire guti l

y a e n c o r e p 1 a c e à u n e c o m p é t i t i o n H * 7 M n * 2 a u x p H > � � � � � � � � � � � �

étant évidemment plus élevée à pH 5.5 gutà pH 7.O. La capacité de

liaison de Mn*2 à pH 5.5 (Co-xn) comparativement à pH 7-O est de 668

i n f é r i e u r e  ( 2 . 6 .  1 - O - 7  é q  M n . m - 2  à  p H  5 . 5  v s  7 . 8 ' L O ' 7  é q  M n ' m - 2  à  p H  7 . O

- vo i r  [Mn]n au tab leau 4.7) .  A ins i  les concentrat ions ca lcu lées

en équivalents de Mn par surface cellulaire sont de beaucoup (x

1-OOx) inférieures aux Co-, calculés à 1a première part ie de ce

chapitre. Lrévaluation de la capacité de Chlorel la pyrenoidosa à
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lier des ions hydrogène aux pH supérieurs à 5.5 a pu être biaisée

par la faible sensibilité de la néthode de titrage. Par exemple,

si la quantité drions If liés à la surface cellulaire était Ia même

que ce1le nesurée pour les ions l.In*2 (en éq'1-t de cellules) à plt

5 . 5 , soit 2 .6. LO-7 eÇ. 11-2 ou 10. 1O-e eq' 1'1 de cellules, i I  aurait

fallu, pour déceler une telle perte de If de la solution' une

précision du pH-mètre de O.O01- unités de pH, ce qui ntétait pas le

cas !

Dans 1e cas drautres métaux (cu,  sr ) ,  cr is t  e t  a l .  (L98L)  ont

aussi observé une adsorption plus faible à bas pH. Les auteurs

suggèrent qurune diminution de prise en charge de méta1 à bas pH

pourrait signifier une diminution de Ia toxicité du nétal, ou

encore, dans Ie cas drun méta1 essentiel au rnétabolisme' une

diminution de sa disponibi l i té conme oligoéIément nutri t i f .

Les explications données pour les interactions antagonistes

entre le manganèse et les ions hydrogène sont (telIes gue abordées

dans 1r  In t roduct ion (4. l " )  :

l-- A cause de Ia faible perméabilité de la membrane lipidiçfue au

nétal sous forme ionique, 1â prise biologigue de I ' ion

métallique survient normalement par transport facilité. De

cette façon les ions hydrogène peuvent cornpétitionner

directement avec ltion rnétalIique pour ces sites de transport

(Pe te rson  e t  â1 . ,  l - 984 )  .
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2 - Les différents pH peuvent affecter Ia conformation des sites

de liaison métallique, changeant alors leur affinité pour

certaines espèces métalligues-

3- Les différentes concentrations en ions hydrogène dans la

solution peuvent mener à des changements du potentiel de la

surface algale, qui peut alors affecter Ia répartition du

métal entre la surface cellulaire et Ia solution (Mclaughlin,

L97e' .

4- Les différents pH peuvent aussi affecter le potentiel trans-

membranaire (Smith et Raven, L979), lequel influe sur le

mouvement du rnétal de lrextérieur vers ltintérieur de la

cel lu le  a lga le.

Tous ces mécanismes semblent offr ir  des explications plausi-

bles pouvant aider à comprendre 1tinf luence du pH sur Ia prise en

charge du métal. Drun point de vue purement physico-chimique de

Itétat de la membrane, oD peut considérer ç[ue ce sont les points ]-

à 4 gui sont déterminants, dê façon directe, du type drinteraction

métal-membrane. Ces différentes altérations de la membrane peuvent

survenir de façon complémentaire-

La quantité de Mn adsorbé à 1a surface cellulaire semble

atteind.re un plateau après 3O minutes dr incubation. Les calculs du

pourcentage de revêtement de surface pour une cellule avec un j-on
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hydraté de Mn ( r  :  3 .56 '10-10 m;  capaci té  de recouvrement  drun atome

( r r ,  j  :  3 -98 .1O-1e  [ '  ,  ou  1OOZ de  recouv re rnen t  de  1  m2  d ra lgues

serait atteint par 2 . 5' l-Ols atomes ou 4 . O' l-0-6 moles de Mn"2)

ind iquen t  gue  pas  p lus  de  3?  (1 .3 '10 -7  mo les /4 .04 '10 -6  mo les )  de  Ia

surface est couverte à pH 5.5 comparativement à l-O? à pH 7.A

(3 .92 . i -O-7  mo les /4 .04 .10 -6  mo les )  l o rsque  Ia  concen t ra t i on  en  Mn  de

Ia solution : 1.8 1.tNI. Notons que la surface de 1a cellule est

probablernent sous-estj-mée puisque qu I on suppose ici une surface

p lane  (Schenck  e t  â1 . ,  L988) .  Les  e f fe t s  de  sa tu ra t i on  (100?)

pourraient se manifester à des concentrations de Mn externe plus

éIevées, mais de tel1es concentrations excèderaient de beaucoup 1es

concentrations en Mn retrouvées dans les mil ieux naturels (Davison

et  l r loof  ,  l -984) .  On doi t  conclure que Ie  Mn se l ie  non pas de

manière indiscriminée (ce qui donnerait un recouvrenent de près de

10Oâ) rnais  p lu tôt  à  des s i - tes spéci f iques à 1a sur face a lga le.

Les facteurs de concentrat ion (Mno/Mnrotut ion)  sont  de O.  O7 L '  m-2

à pH 5.5 a lors  que Schenck et  a1.  (1988)  observaient  un facteur  de

l r o r d r e  d e  0 . 0 5  L ' m - 2  à  p H  5 . 0 .  C e s  d e r n i e r s  o b s e r v a i e n t  u n e

saturat ion de 2 Z de la  sur face ce l lu la i re  à pH 5.0 pour  une [Mn]

:  1 .8 t r tM comparat ivement  à 3eo dans 'not re cas à pH 5-5,  ce qui  va

dans 1e sens de nos observations quant à Ia compétit ion entre Mn*2

e t  H*  à  Ia  su r face  ce l l u la i re  même s t i l  s ' ag i t  de  deux  espèces

di f férentes.
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Flux ce l lu la i re

On a calculé le flux maxirnal de Mn, Fmax (ltn*z) à travers 1a

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

&Tri lr sa surface spécif ique (4rr2 ) éguivaut à 4.52'LO-10 Iût, et le

coeff icient de diffusion moléculaire de l{n*2 est drenviron 6'10-6

cm2.sec- l  à  25"C (L i  e t  Gregory,  Lg74) .  La couche de d i f fus ion est

évaluée à l-O pm drépaisseur (Whitf ield et Turner, L979, et 1a

concentration en Mn à la surface est considérée conme nulle (C":o) -

Cette option maximise le f lux de diffusion calculé à la cel lule.

Selon nos résu1tats, à pH 5.5 et à une concentration de L.8

pM de Mn*2, on calcule:

et un

maximal

rnesuré

=  3 .  l - 5

=  8 .  l - 9

F

F

l - o - 7  m o l e s ' m - 2 ' s e c - l

l -o -12  moles '  m-2 '  sec-1  ;

Le f lux mesuré étant de loin inférieur au f lux maximal, oD peut

croire gue la concentration de Mn*2 en solution suff ise à maintenir

1a prise en charge de manganèse par Chlorella pvrenoidosa.
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4.4 Effet du pH sur la pennéabil i té membranaire

4.4.L In t roduct ion

La membrane plasnigue constitue la première barrière ren-

contrée par un agent toxique qui veut atteindre une cellule. Les

caractéristiques de perméabilité séIective de la membrane plasmique

sont vitales pour Ia régulation du volume cellulaire et de sa

composit ion ionique, pour lrentrée dréléments nutri t i fs et pour

lrexcrétion. La perméabilité membranaire dépend de lrarrangement

hautement structuré des lipides et des protéines qui constituent

les membranes biologiques individuelles (Kinter et Pritchard,

1 s 7 7 )  .

I1 a déjà été observé qu'à bas PH, la prise en charge de

certains métaux (Mn, Zn') était moindre gutà pH plus éIevé (section

4 .3 î Schenck et â1 . ,  l-9 88 ) .  On expl ique cette plus f aible

biodisponibi l i té de plusieurs façons:

l-

2

3

4

5

6

protonation de la surface cellulaire et changement conséquent

de son potentiel;

changement de potentiel transmembranaire;

protonation des sites de l iaison;

dépolarisation de la membrane;

changements al lostériques des sites de l iaison;

diminution de Ia perméabil i té membranaire.
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Le bien-fondé des explications L et 3 a été vérif ié aux part ies 4.2

et 4.3. Lreffet du pH sur la perméabil i té menbranaire est éva1ué

dans cette quatrième Partie.

Pour ce faire, oD utilise une molécule pour laquelle Ia

rnembrane de Chlorella pyrenoidosa est pernéab1e. La mol-écule en

question doit être non métabolisable, stable, inerte et non sujette

à un transport spécif igue faci l i té (crest-à-dire nrimpliguant pas

de perméases). On uti l ise un hexose, Ie sorbitol,  dont Ia

configuration chinigue apparaît ci-dessous.

Colman et a}. ( l-986) ont observé çIue Ia prise en charge

drhexoses par Chlorel la pyrenoidosa se faisait par diffusion, et

que ces hexoses ntétaient pas uti l isés pour la croissance hétéro-

trophe. Selon ces auteurs, I thexitol pénètre la membrane plasmigue

de 2 souches de Chlorel la pyrenoidosa et lréquil ibre entre les

milieux internes et externes est atteint après 2O-30 minutes

drincubation. Par contre, selon leurs résultats, même si le

sorbitol passe par Ia membrane des deux souches de Chlorella

nvrenoidosa, cette molécu1e ne peut supporter la croissance de

I 'a lgue à la  noi rceur .  De p lus,  même s i  l ta lgue Chlore l la

pvrenoidosa est perméable au sorbitol et au mannitol, son taux de

cH2oH
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respiration nrest pas signif icativement affecté par lr incubation en

présence de concentrations éIevées (L00 ml,T) de ces deux composés.

Bien que le cornportement physico-chinique du sorbitol ne soit

pas le même gue celui drun ion métallique (Mz*), i1 constitue une

sonde intéressante pour mesurer ou informer sur }rétat ainsi que

sur ltintégrité de la membrane. Par exempler Cê sucrer Par ses

caractéristiques gui lui permettent la diffusion au travers de la

membrane de Chlorella W*nor1losl, peut nous informer sur les

effets des variations de pH sur la fluidité et la perrnéabilité

membranaire.

Les effets possibles du pH sur la fluidit,é et/ou sur la

pernéabilité membranaire peuvent avoir une influence non négligea-

ble sur la vitesse à laquelle un trtransporteurrr intramembranaire

puisse transporter un méta1 de lrextérieur vers Ir intérieur de la

ce1 Iu Ie .

Les objecti fs de ce travail  sont donc de vérif ier les effets

du pH sur Ia perméabilité membranaire de Chlorella pvrenoidosa au

sorbitol.  La cinétique de }a prise en charge du sorbitol par

Ch1orella est analysée au niveau de Ia pente (taux de prise en

charge)  a ins i  gue du p lateau (à 1réqui l ibre) .
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4.4.2 Matér ie l  e t  méthodes

Les algues sont mises à pousser dans le milieu AAP jusqurau

début de leur phase exponentielle de croissance. Leur axénicité

est testée avant lrexpérience (chapitre 2r. Elles sont alors

centrifugées et suspendues dans du nilieu expérimental libre de

métaux et de phosphore, mais à pH différents maintenus constants

par l rut i l isat ion drun tampon (uEs l -o '2 u).  Les pH testés sont 4.o,

4 . 3 , 5 . O r  5 . 5 ,  6 . 0  e t  6 . 5 .  L e s  a l g u e s  s o n t  e n s u i t e  a g i t é e s  e t

acclimatées pendant 24 heures (densité cellulaire = L.2'106

cel lu les ' rn l , - l ) .  Chague test  est  réaI isé t ro is fo is.

La solution de D-(U-14c)-sorbitol (activité spécif ique et

concentration de la solution originale: 342 rnCi'mmol-l  et 3. '7

MBq'ml,-l) provient de Arnersham Radiochemical et est diluée avec du

sorbitol froid. Au début de ltexpérience, L mL de la solution de

sorb i to l  (2 .2 mM, marqué et  f ro id)  est  a jouté à 20 mL du mi l ieu

expérimental contenant les algues pour obtenir une concentration

finale de 1Oo pM. Un mL de la solution est recueil l i  pour cornpter

les algues et évaluer leur surface cellulaire. Ltactivité

spéci f igue mesurée du mi l ieu dtexposi t ion est  de l - .54 CPM'mmol- l .

Le taux de prise en charge de 1thexitol est déterniné en

mesurant le taux drincorporation de radioactivité dans les cel lules

algales à part ir drhexitol margué dans le mil ieu. Les suspensions

d'algues sont agitées et incubées à 22"C dans la noirceur avec le

239



sorbitol marqué. Àprès 5, 10, L5, 2O et 25 minutes de contact, 4

mL dtéchanti l lon sont retirés, di lués avec 5 nL drune solution du

sorbitol non marqué (2O nU) pour arrêter lraccumulation du sorbitol

margué, êt ensuite filtrés sur des filtres de porosité de 0.4 pn

(Nuclepore), lesquels sont rapidement lavés (l-O-15 sec) avec 5 mL

de la solution drhexitol (2O nM) et 6 nL dreau ultrapure Mil l ipore.

Toutes ces manipulations sont réalisées en moins drune minute.

Les f i l tres

scinti l lat ion avec

(  i - O : 4 0 : 5 O )  ,  L O  m L

sont

l- mL

de

ensuite placés dans des bouteilles de

de méIange: rnéthanol, acide acétique et eau

liquide à scinti l lat ion (Scintiverse L'

Fisher) et laissés au repos pendant une heure. La radioactivité

des échantillons est déterminée par compteur à scint.illation

l iguide LKB-t{a11ac-L2L5. L'eff icacité relative du comptage est

déterrninée en comparant Ia radioactivité de 500 pL de la solution

mère seule à celle du même volume de la solution mère avec un

f i l t r e  ( 9 8 3 ) .

4 . 4 . 3  R é s u l t a t s

Les résultats montrant la prise en charge du 14c-sorbitol par

Chlore11a pyrenoidosa en fonction du pH apparaissent à la figure

4.L5. 11 stagit de la moyenne de 3 essais à chague pH avec leur

écart type. Notons tout drabord que la part ie l inéaire de 1a

courbe se situe dans les L5-25 premières ininutes pour tous les pH.
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Celui-ci affecte Ie taux de prise en charge mais nrinflue pas ou

peu sur lratteinte de 1réquil ibre du sorbitol à travers la membrane

cellulaire (plateau). Ces résultats Pernettent de constater que

le pH affecte la perrnéabilité membranaire. Les taux de prise en

charge ont été calculés à partir de la partie linéaire des courbes

de prise en charge et les résultats apparaissent ci-dessous:

pH tau4 de Prise en charge-  
(  l -o-e moles .m-t  .min ' '1

6 . 0
5 . 5
5 . O
4 . 3
4 . 0

I . 7
l_ .  3
L . 2
L . L
1 . O

c\|
I
E
,n
(lJ

c
=

I
c

;
.O

u\
q.)

a)
or'
6

E

c
1r'

. a
L

L ' 1
I
I

I
i
I
I
I

1 E  i

I
I
I

t \ J -

i
I
I
I

F i g u r e  4 . I 5 :

:  l C  i :  : a  ; =

Temps  ( rn inu tes )

Prise en charge du l4c-sorbitol par
pyrenoidosa en fonction du PH' Les
corr"sp"nd"nt à la moyenne de 3 essais à

avec 1récar t  tYPe.

CElorel:-a
valeurs

chaque pH
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Af in  d t i l l us t re r

f,êr 1es résultats du

présentés à la f igure

avec le pH avec un 12=

I 'e f fe t  du pH sur  Ia  perméabi f i té  mernbranai -

taux de prise en charge du sorbitol sont

4.1-6. La perrnéabil i t ,ê membranaire dirninue

o . 9 9 .

N
I
E
(n
a)
6
E

N
I
o
.*

6
v-
.o

l-
o
a

25

20

F i g u r e  4 . 1 6 :

4 q 6 5 6.0

Pr j -se en charge du l1c-sorb i to l  par  Chlore11a

pvrenoidosa après l -5  n inutes d ' incubat ion en

fonct ion du pH.  Les va leurs correspondent  à 1a

moyenne de 3 essais  à chaque pH avec l récar t  type.

5.0

PH

R2 : 0.99

1 5
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4 . 4 . 4 Discussion

Les résultats obtenus dans cette partie ont montré une

dininution de la pernéabilité membranaire de Chlorella pyrenoidosa

avec le pH. Colman et al. (L986) ont observé que le taux de prise

en charge de sorbitol par Chlorella saccharophila diminuait de 3O?

à pH 6.0 comparativement à pH 8.O. Dans Ie cas présent on observe

aussi une diminution significative de 30* à pH 6.O comparativement

à pH 6.5 pour Chlorel la pyrenoidosa ainsi gurune diminution de plus

de 50? à pH 4.0 Par  raPPort  au PH 6-5-

Cette diminution de la pennéabil i té cel lulaire à bas pH

pourrait constituer une part ie de ltexplication drune prise en

charge plus faible de Mn à des pH moins élevés. Des changements de

perméabifité membranaire (induits par des changements de pH)

influenceront ainsi lrabsorption du Mn, si 1e Mn est absorbé par

simple diffusion ou encore si lrabsorption du Mn inpligue des

protéines transporteuses puisque leur efficacité peut aussi être

influencée par Ia r igidité/f luidité de la membrane où el les se

trouvent.

Le fait quron observe un effet des ions hydrogène sur Ia

cinétique mais non pas sur le taux dtéquil ibre après 2Q-25 minutes

drincubation suggère une atteinte à 1réguil ibre à travers la

membrane plasrnique rnais non pas d I accumulation progressive de 1ac

avec Ie  temps.  A I 'équi l ibre,  l ract iv i té  de l 'hex i to l  l ibre doi t
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être 1a même à lr intérieur et à lrextérieur de la cel lule algale.

De plus, conme 1es changenents de pH dans 1e milieu externe

nraffectent pas Ie plateau, ceci suggère que les algrues sont

capables de résister à ces changements et de maintenir Ie métabo-

lisme rrno111alrr (voir chapitre 3) . Si les conditions chimiques

(notamment Ie pH) à ltintérieur de la cellule ne changent pas de

rnanière sigmificative en fonction du pH externe, iI est plausible

de trouver Ia même concentration en hexitol à lrintérieur de la

cel1ule, à 1réquil ibre et indépendanment du pH.

4.5 Conclus ion

Depuis la constatation drune mise en circulation (ttmobil i-

sationrr) des métaux en rni l ieu acide, i I  existe une incert i tude

quant à ltinterprétation des effets de ce phénomène sur 1es

organismes aguatigues. En effet, ol a pu observer que même si la

concentration en métaux chimiquement disponibles augmentait en

nil ieu acidif ié, leurs effets sur les organismes aquatigues nren

ntétaient pas nécessairement plus grands; en effet, Iâ diminution

du pH affecte à la fois la spéciation du rnétal en solution et la

sensibi l i té biologique au niveau de la surface cellulaire (Campbell

et Stokes, 1-985) .

Les résultats obtenus à partir des expériences décrites dans

ce chapitre nous ont permis de démontrer:
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1- que 1es algrues ont le pouvoir dradsorber 1es ions hydrogènes;

2- que Ie pH agit sur les capacités de bioaccumulation du Mn (qui

est un méta1 qui ne devrait pas changer sa spéciation dans Ia gamme

de pH uti l isée ici -Canpbell et Tessier, L987) i

3- quti l  semble y avoir compétit ion entre les ions H" et les ions

Mn*2 pour les sites de l iaisons à la surface cellulaire, ce gui

pourrait expliquer la plus faible adsorption de Mn à bas pH;

4- que les ions hydrogène (pH) agissent sur la perméabil i té

membranaire en la dirninuant.

Tous ces constats devront être considérés lorsquron j-nterprétera

des données provenant dtexpérimentations ou les variables prin-

c j -pa les (pH,  I rnéta l - ]  )  sont  a justées s imu] tanément .

Ainsi, après avoir dérnontré dans le chapitre 3 que Ie pH

n' in f luençai t  pas 1a cro issance de Chlore l la  pvrenoidosa dans la

gamme de  pH é tud iée  (4 .3 - ->7 .0 ) ,  I es  résu l ta t s  ob tenus  dans  ce

chapitre-ci ont montré une légère diminution de la perméabil i té

rnembranaire à bas pH. Ces résultats, ainsi que ceux qui ont perrnis

dtévaluer  Cu_,  et  Co-p1, . , ,  seront  considérés lors  de I té tude de l re f fe t

du pH sur  1a tox ic i té  et  Ia  pr ise en charge de I 'a lumin ium qui  sera

élaborée aux chapi t res 5 et  6 .
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CHAPITRE 5: REI,ATION AVEC

5.1 Introduction

La problématigue des précipitations acides, et de la mise en

circulation de certains métaux dans les mil ieux acidif iés, a

orienté plusieurs recherches vers la modéIisation de la toxicité

des métaux lourds en milieu acide. Une telle rnodélisation vise à

prédire la réponse toxique à partir de mesures directes du métal en

milieu naturel selon sa forne physico-chirnigue'

En général, Ies expériences sur la toxicité des métaux lourds

exécutées sur plusieurs organismes (algues, bactéries, benthos et

poissons) indiquent que la toxicité drun métal donné nrest pas

corréIée à la concentration totale du métal mais plutôt à la

concentration des ions rnétal l igues l ibres, f ' (HzO)n, Iaquelle dépend

de la nature et de la concentration des ligands présents dans le

m i l i eu .

Ces observations, surtout pour les métaux bivalents (Cd' Cu,

pb, Zn), ont conduit à Irélaboration de rnodèles sirnples portant sur

Ir interaction des métaux avec des organismes vivants (Morel, L983î

pagenkopf, l-983). on peut se demander si la toxicité de

lraluminium, à un pH donné, cadrerait avec ces modèIes' TaI que

mentionné au chapitre 1 (Introduction), i I  faut signaler quroutre

les t ravaux récents de Kinra ide et  Parker  (1989) ,  i I  nrex is te dans

TOXICITE DE L'ALUI'TINIT'I'T

SPECIATION
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Ia littérature ÇIue très peu de données valables pour répondre à

cette question: dans la presque totalité des études toxicologigues,

on a négligé de considérer les caractéristiques chimiques de lra-

luminium en solution aqueuse (ex.: sa solubil i té l initée entre'pH

5.S et '7.O, Ia lenteur de certaines de ses réactions, sâ tendance

à former des espèces métastablesr Sô tendance à sradsorber).

En ce qui concerne lreffet du pH sur la toxicité de lralumi-

ni-um, les études montrent plus drinconsistance encore, notarnment à

cause de la diff iculté à différencier entre les effets respectifs

du pH sur Ia spéciation de ItAl et sur sa toxicité pour

I 'organisme. En effet,,  la concentration en ions H* peut affecter

la solubil i té de lraluminium, sa spéciation en solution et sa prise

en charge biologique (à cause de ses effets sur le potentiel

membranaire et de la compétition cationigue au niveau membranaire),

et ces interactions respectives semblent complexes-

Beaucoup drauteurs ont orienté leurs recherches vers Ia

détermination des principales formes draluminium pouvant être

toxiques pour 1es organismes aquatiques. Le bi lan des résultats

obtenus jusgutà aujourdrhui ne nous " perrnet pas de dégager de

tendances claires concernant la rrtoxicité relativerr de ces fornes.

Par exemple, Hell iwell  et, aI. ( l-983) préconisent que les hydroxo-

complexes de lraluminium (41(OH)2*, A1(OH)z*) sont trplus toxiquesrl

que lr ion t ibre A1*3 pour Chlorel la pvrenoidosa, alors que Kinraide

et Parker (L989) observent 1e contraire pour certains plants de

b l é .
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Tous les auteurs qui ont essayé de déterminer quelte était la

toxicité respective des différentes formes dralurninium monomère ont

dû faire face aux contraintes suivantes, ce qui a linité énormenent

la portée de leurs travaux. (i) que de changer le pH drexposition

afin de faire varier Ia spéciation de lraluminium en solution

irapligue aussi que lron doit considérer les effets de changement's

de pH sur Irorganisme cible lui-même (ex.: effets toxiques de lt ion

tt*; compétition entre lrion If et ltaluminiun pour des sites de

complexation, X-cellulaire). 
( i i )  tel gurexprimé par Nevil le et

campbel l  (L988) ,  gu ' i l  ex is te une c inét igue rapide d 'égui l ibre

entre les différentes espèces monomères en solution (Plankey et

â1. ,  l -986) ,  ce qui  rend d i f f ic i le  f  idée d ' ident i f ier  une espèce en

particutier cornme étant plus toxique qurune autre' (iii) que toutes

ces espèces portant une ou plusieurs charges, donc hydrophiles, ne

peuvent pas passer à travers les rnembranes biologiques par simple

diffusion (Luoma, l-983). Une quatrième considération t ient à ce

que tous les auteurs (à lrexception de Kinraide et Parker, 1989)

ont omis dtintégrer dans leurs modèIes de toxicité les fornes

draluminium polymère pouvant être présentes dans leurs rnilieux

d I exposit ion.

cette tendance à négliger les formes polynucléaires

d 'a lumin ium est  d i f f ic i le  à just i f ier .  Même sr i l  y  a  peu de

données concernant la présence de telles espèces dans les eaux

naturel les, ces formes sont susceptibles de se manifester lorsgue

des eaux ac ides,  r iches en À1,  se vo ient  neutra l isées,  crest -à-d i re
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lorsque }e produit de solubil i té de ÀI(OH)r(s) est dépassé' De

plus, ces forrnes ont une tendance marguée à sradsorber ou à

srassocier à des surfaces, y compris les surfaces biologiques.

pour ce qui est des fomes orgaDiques de Iraluminium, tous les

chercheurs sont, êD général, draccord avec lt idée gue la toxicité

de lraluminium diminue en présence de ligands organiques- Par

contre aucun nra pu évaluer lreffet rée1 de lraluminium organigue,

crest-à-dire, t lrâ pu discriminer entre la diminution de Ia toxicité

de lraluminium due à sa complexat,ion avec Ia matière organique

(baisse de Ia disponibi l i té de lraluminium inorganique) et cel le

due à ltÀl organigue même (avec tAll inorganique constante) -

abieclrf

Ltobjecti f  principal de cette recherche est de rel ier la

spéciation de lraluminium des eaux naturel les à sa toxicité, êD

uti l isant comme organisme test une algue unicel lulaire: Chlorel la

pvrenoidosa. Cet objecti f  est poursuivi af in draméliorer Ie modè1e

simple drinteraction méta}/organisme en évaluant Ia contribution

des formes draluminium mononère, polymère et organique à Ia

toxicité de ce métal.
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Approche expérimentale

Lrapproche expérinentale retenue afin de répondre à cet

objecti f  est schématisée à la f igure 5.L. chlorel la wrry

est cuttivée de façon axénique dans un rnilieu AAP où le pH est

équivalent à celui du milieu expérimental employé (tampons: DMGA,

Ii{ES, LO-2 U) . I"es cultures sont agitées et aérées dans une

bouteitle en polycarbonate de façon à éviter toutes contaminations

en métaux préalables à lrexpérience. Au début de Ia phase

expérimentale (lorsque Ia densité cellulaire égale l-O5 cellules

rn l , - l ) ,  Ies a lgues sont  centr i fugées (7OOO tours 'min- l  *  20 min) ,

Iavées trois fois et rnises en suspension dans un milieu AAP ne

contenant ni phosphore ni métaux, durant une période dtacclimata-

t ion de 24 heures. Lraspect morphométrique des cellules est

vérif ié au microscope avant chague expérience. Toute Itexpérience

est effectuée dans un incubateur ou Ia ternpérature (20"C) et la

lumière (115 pE.m-2.s-1,  en cont inue)  sont  maintenues constantes.

Les mil ieux d'exposit ion sont agités et aérés pour favoriser une

bonne croissance et assurer une homogénisation adéquate du mil ieu.

on travail le avec trois répétit ions réelles. La croissance des

algues est évaluée en déterminant Ia densité cel lulaire deux fois

par jour pendant guatre jours à l taide drun compteur de part icules'

Le paramètre de croissance uti l isé est lraire sous Ia courbe de

cro issance (ce l lu les '  jour '  mL-1)  .
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Chlorella Pyrenoidosa

3* centri fuger
laver

acclimater 24 heures
au mi l ieu drexposi t ion

expérimentation

mesure de la croissance Pendant
une période de 4 jours

pararnètre de croissance:
aire sous Ia courbe de croissance

Figure 5. l-: Schéma du protocole expéri.mental utitisé pour

étudier Ia tôxicité de lraluminium envers chl0rel la
pyrenoidosa.
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5.2 Toxicité de lraluminium monomère inorganigue

5.2.L Matérie1 et méthodes

pour vérifier les relations entre Ia spéciation de lraluminiun

et sa toxicité, différentes concentrations en Àl à différents pH

(4.3-6.O) sont testées pour évaluer leur effet sur la croissance de

Chlorel la pyrenoidosa.

Pour chacun des PH, à partir dtun progranme de spéciation

théorique (MINEQL) basé sur des équilibres thermodynamigues, 1â

concentration maximale en aluminium monomère soluble est calculée.

Les expériences sont réalisées en tr iple réel, i 'e'  trois

boutei l les de TeflonR par concentration drAl. Chacun de ces tests

est réalisé avec un témoin ( tArl = o) , une concentration théorique

maximale monomère inorganillue, et des concentrations en aluminium

monomère inorganique internédiaires. De cette façon, uniquement

des solutions draluminium inorganique labi le seront considérées.

T1 y a,  par  contre,  deux except ions,  à  pH 4 '3 et  pH 4 '6 ,  ou Ia

concentration maximale testée ntatteint pas la l inite de

solubi l i té .  Notons gue dans Ia  gamme de pH 4.3-6.Ot  Ie  pH seul  nra

pas dteffet sur la croissance de Chlorel la nyrenoidosa (Chapitre

3) .  Les rn i l ieux drexposi t ion sont  présentés au tab leau 5.L.  Les

tampons ut i l isés sont  le  DMGA pour  les pH 4.3 et  4 .6;  Ie  MES pour

I e s  p H  4 . 8 , 5 . O ,  5 . 2 , 5 . 5  e t  6 . 0  ( L o - z  M ) .
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Tableau 5.1-: Gamme de concentrations testées en Al monomère.

pH 4 . 3  4 . 6  4 . 8  5 . 0  5 . 2  5 . 5  6 - 0

t A l l

jry' L - 1 )

0

2 5

5 0

L O O

l_50

o 0

l_oo 200

1 5 0  4 0 0

2 0 0

4 0 0

o o o

2 5  L O o  8

50 l-5

1-OO 25

l -50  35

0

8

Les cultures dralgiues en phase draccl imatation, dans le mil ieu

AÀp ne contenant ni phosphore ni métaux traces mais ajusté au même

pH que le mil ieu drexposit ion, sont répart ies parmi les L5 (n)

boute i l les de Tef lonR contenant  9OO mL de mi l ieu drexposi t ion (5

t ra i t emen ts  en  t r i p te -sau f  aux  pH 4 r8 ;  5 r2  e t  6 .0  o t i  n :9 ,  6  e t  6

respectivement). Notons qurà ces derniers pH, Itexpérience était

modulée en fonction de Irévaluation de Ia toxicité de IrAl

polymère, où seulement une (pH 5.2 et 6.0) ou deux concentrations

drAl  monomère éta ient  testées (vo i r  sect ion 5.3) .  Les mi l ieux

d'exposit ion sont préparés au moins 24 heures avant 1e début de

1'expérience afin de favoriser un équit ibre panni les forrnes

d'aluminium. La croissance est suivie pendant une période de 4

jours et lraluminium total, dissous et monomère est mesuré aux

j o u r s  0 ,  t ,  2  e t  4 .
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5 .2 .2  Résu l ta t s

Aluminium en solution

11 ne semble pas y avoir de baisse signif icative de

lraluminium monomère inorganique après lrajout des algues sauf au

pH 5.2 (f igure 5.21. Cette baisse est suspecte (probablement due

à une erreur technique de lrapparei l  de rnesure) puisque les valeurs

dtAl dissous et drÀl total dans ce même nil ieu ne variaient pas

dans le temps. Pour sa part, 1ê pH reste constant tout au long de

lrexpérience. La spéciation de I 'alurninium inorganique monomère

pour chacun des traitements a été déterminée par Ie progranme

MINEQL et apparait au tableau 5.2.

Une représentation graphigue de la spéciation de ltaluminium

dans le  mi l ieu drexposi t ion appara i t  à  la  f igure 5.3;  la  spéciat ion

sravère très sensible à des changements de PH, surtout dans la

gamme de  4 .8  à  5 .7 .  A  des  va leu rs  de  pH

domine ,  a lo rs  gue  dans  des  so lu t i ons  à  pH  >  5 .7  c res t  l r i on  À1(OH)4 -

qui  I temporte.
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Tab leau  5  .2 : Spéciation de lraluninium pour chacun des pH.
A1r-*: ÀIuminium total nominal; A1': aluminium total
mesure au I our 4 ou 5 i A1o.: àIurniniun dissous
meguré; À1",r:^ alunrinium inorganiçlue monomère mesuréi
Alt*, A1 (oi i) z*, Al (oH) z',  déterninés par MTNEQL à
partir des concentratfons nominales-

PfiT Att - t A t t Ato Atcv ^t3* lt(or)2* tt{ott)r*

4 .3 0 0 0
, *25  15  20

50 56 53
f00 127 139
150 190 175

0
?7
17

109
112

0
20
40
80

t20

0 0
4 1
7 1

't4 2
21 3

4-6 0
t00
150
?00
400

9
127
196
325
115

0 9
1 1 8  1 1 9
186 173
330 250
360 300

0
6

100
130
265

0 0
21 6
3 5 9
47 13
94 25

4-8 0 û
200 180
400 380

. . :
0

t75
372

0
107
211

0 0
60 25

120 5 l

5 . 0 0
25
50

100
150

7 .3
30
13
76

121

0 0
19 27
37 37
80 95

't31 132

0
7

1 5
32
52

0 0
7 5

1 3 9
28 19
17 32

5 . 2 0
100

0 0 0
T 3  7 0  0 ?

0
14

0 0
30 32

5 . 5 0 0
8  1 1

15  21
25 25
35 37

0 0
1' l  10
1 7 9
25 3 l
36 39

0
0 . 5
I
I

3
3

0 0
1 0
2 0
8 1 7
8 1 7

6 . 0 0
I

0 0
8 8

0
9

0
0

0 0
o 2

1  pH e t  tÀ l1  à  t=O,  avan t  l ' a j ou t  des  a lgues -
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IJes courbes de croissance de Chlorella pyrenoidosa pour

différents traitenents draluminiun et à différents pH sont

présentées à Ia f igure 5.4. La comparaison entre lral lure généra}e

de la courbe de croissance de chrorerla pyrenoidosa dans un milieu

contenant de lraluminium par rapport à cel le du mil ieu nren

contenant pas renseigne gualitativement sur lreffet de Iraluminiurn

sur la croissance de ltalgue test. Lraire Sous Ia courbe de

croissance (A) constitue un paramètre de croissance intégrateur des

effets du traiternent (Chapitre 3). EIle a été calculée pour chacun

des traitements et une analyse de variance suivie drun test' de

comparaison multiple ont été appligués sur les données brutes pour

vérif ier si les différences entre Ie témoin et les différents

traitements étaient signif icatives (a : o.o5) - Une analyse en

composantes principales a montrée une variabi l i té signif icative

entre les témoins des 7 expériences, principalernent due au

comportement des témoins de ltexpérience à pH 4.8î crest la raison

pour laquelle les résultats sont exprirnés en pourcentage par

rappor t  au témoin ( tab leau 5-3) .
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5 .2 .3  D iscuss i -on

Les résultats analytigues ont montré que les concentrations en

A1 nononère inorganigue mesurées correspondaient assez bien aux

concentrations norninales. Dans tous les cas, Ies concentrations en

A1 se situaient en deça des concentrations lirnites de solubilité.

De plus, iI semble que le désign expérinental choisir êD ce qui a

trait à la densité cel lulaire ainsi qutaux contenants uti l isés

(teflonR), permettait de maintenir sensiblement constantes les

concentrations en Al tout au cours de lrexpérience. De mêrne, les

tampons utilisés se sont avérés efficaces pour le rnaintien du pH-

Ainsi, 1tévaluation des effets de Iraluminium sur la croissance de

Chlorel la pyrenoidosa srest déroulée sous des condit ions constantes

et contrôIées.

Au tableau 5.2, Ia spéciation de ltaluminium pour chacun des

pH est calculée à partir de 1a concentration en Al nominale au

temps = O et Ia spéciation théorique de lrAl est présentée à Ia

figure 5.3. Même si 1es valeurs en AI, correspondent assez bien

aux valeurs en A1 nominale (1-x), i I  se doit drêtre mentionné que

Ies technigues analytiques aussi bien en spectrophotométrie avec

four au graphite qurà l tautoanalyseur Tecbnicon par colorimétrie

sravèrent diff ici les à mettre au point, drautant plus çIue les

concentrations en A1 sont faibles. Les résultats présentés au

tableau 5.2 résultent de la moyenne de trois échanti l lons rée1s qui

ont été mesurés au moins trois fois ou jusgurà ce que lrécart type
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ne dépasse pas t-58. Malgré cette surveil lance' certains résultats

(ex. :  pH 5.2 pour  AIcv)  se sont  avérés aberrants l .  Lref fe t  de I IAI

monomère inorganique sur la croissance de thtorella pvrenoidosa se

révèle en généra1 plus consistant et révélateur que Ia mesure

chirnigue el}e-mêrne (figrure 5.4) !

Même si on observe une certaine tendance en exaninant les

effets de ltÀI sur la croissance de Chlorel la pyrenoidosa, oD ne

détecte pas de toxicité signif icative due à lraluminium aux plus

bas pH testés (4.3 et  4 .6,  f igure 5.5)  e t  cê,  nême à des

concentrations largement supérieures aux concentrations retrouvées

en milieu naturel. Comme on utilisait 1e tarnpon DMGA uniguement

pour ces deux PH, on a drabord douté de son faible pourvoir de

complexation avec Iraluminium (Martel l  et Srnith, L9771 . On a alors

testé st i l  y avait complexation du DMGA et de lrAl en essayant

drextraire lraluminium complexé au DMGA avec un solvant organigue

(alcool butyl ique). La concentration en aluminium dans la solution

açfueuse a été déterminée avant et après Irextraction: aucune

di f férence s ign i f icat ive nra été observée (a=O.05) ,  suggérant  qut i l

nry avait pas de forrnation de complexes AI-DMGA.

1 La disparition dtAl monomère ionorganigue au cours de cette
dernière àxpérience (pH 5.2) ntest probablernent pas due à Ia
polyrnérisatfon puisgue les concentrations sont en deça des limites
àe èotubil i té. 

- 
Cetle disparit ion nrest autrement explicable que

par un ennui technique puisgue les concentrations ,en |lgo."t et
Â1or..or. restent passablement constantes au cours de lrexpérience.
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Ltaluminium, à des concentrations aussi éIevées que 4OO

pg'L-I, nrest donc pas toxique à pH S 4.6. Par contre aux pH plus

éIevés, oD observe des baisses significatives de la croissance de

Chlorella pyrenoidosa presquruniguement à la concentration maximale

en aluminium monomère inorganique (tableau 5.3). Dans des

condit ions chimiques contrôlées, conme crest le cas ici,  i l  senble

que lraluminium soit peu toxique pour Chlorella pyrenoidosa et gue

les CIso (concentrations nécessaires pour inhiber 5ot de la

croissance des algues) ne soient pas atteintes même à des

concentrations en aluminiun monomère inorganique maximales pour

chacun des pH. Cependant, Hell iwell  et al.  (L983) obtenaient des

CIro très en deça des CIuo que lron pourrait estimer à partir de nos

résultats. Par exemple, le tableau ci-dessous montre les CIso

estimées à part ir de nos résultats et cel les de He1liwell  et al.

( l-983) (rnêrne si ces valeurs ne correspondent pas à des valeurs

mesurées, crest-à-dire, çnle ces valeurs ne sont pas atteintes dans

nos expériences et dépassent fréquemment les lirnites de solubilité

de I 'A l  pour  le  pH considéré) .

c r s o  ( p g  A 1 ' L - 1 )

pH Hell iwell  Parent
e t  a l .

4 . 8
5 . O
5 . 2
5 . 5
6 . O

3 2
2 8
t_9
I
2

6 0 0
200
1 0 0

8 0
4 0

2 7 2



Les faibles CIro déterminées par HelI iwell  et aI. ( l-983)

cornparativement à celles estimées dans la présente recherche sont

drautant plus difficiles à expliguer que le milieu expérinental

ut i l isé par  Hel l iwel1 et  a I .  en éta i t  un dreau dure ( tCal= 7OO;rM,

soit >10 fois plus élevée que celles observées dans les eaux de

surface acidifiées) et de force ionique plus é}evée {ue dans Ia

présente étude, ce qui pouvait engendrer un effet nodérateur ou

protecteur des effets de 1tÀl et donc générer des CIuo plus élevées.

À première vue, une autre raison pouvant expliguer lrécart entre

les deux séries de CIro (Hell iwell  et aI. vs Parent) serait gue les

algues uti l isées par HelI iwell  et al.  aient été plus sensibles que

celles utilisées dans cette étude. Cependant, mentionnons que pour

1es fins de la présente expérience, Chlorella pyrenoidosa a été

cultivée et repiquée uniquement dans des bouteilles et des fioles

conigues en polycarbonate et en TeflonR pour éviter toute

contarnination ou accl imatation à I 'aluminium, ce qui aurait dû

augimenter sa sensibi l i té à lraluminium-

Lorsguron reprend, sur un même graphique, Ies droites obtenues

à part ir des régressions l inéaires entre 1e pourcentage de

croissance par rapport au témoin et les concentrations testées en

aluminium monomère inorganigue (f igure 5.5), on observe à Ia fois

un effet de concentration et un effet de pH sur la toxicité de

l ta lumin iurn ( f igure 5.6) .  Notez b ien que sur  ce graphique,  Ies

droites proviennent de régressions l inéraires constituées par les

points -pourcentage de ltaire sous Ia courbe de croissance de

2 7 3
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chlorella par rapport aux bouteilles témoin vs tAIl mononère

nominal. La concentration en A1 monomère nécessaire pour abaisser

la croissance diminue à mesure que Ie pH augmente. Par exemple,

pour  d iminuer  Ia  cro issance de 25* (8:75)  du téuro in à pH 4 '8,  une

concentration en Al de 325 ttg'L-1 est nécessaire alors qurune

concentration de seulement B $g' L-l  suff i t  à pH 6 (f igure 5'6): la

toxicité de 1rÀ1 augrmente à pH plus élevé.

peterson et al. (l-984) ont observé le même phénomène avec

l'algue verte Senedesmus quadricauda et le cd2*. Cependant, dans

leur cas, 1a spéciation du Cd ne variait pas dans la çtanme de pH

considérée. La toxicité qui variait avec te pH ne pouvait donc pas

être exptiguée par d.es variations de Ia proportion des différentes

espèces de Cd, mais plutôt par une conpétition entre H* et Cd*z pour

des s i tes de l ia ison ce l lu la i res-

Une autre façon de présenter les données obtenues dans la

présente recherche est de cumuler les concentrations en aluminium

Iabile nécessaire pour diminuer de 30 ? Ia croissance de lralgue en

relation avec le pH. La concentration nécessaire pour dirninuer la

croissance de 30 ? par rapport au témoin augmente remarquablement

sous  pH 5 .0  ( f i gu re  5 .7 ) .  s i  l e  modè le  d ' i on  l i b re  pou r  1a

toxicité des métaux stappliquait ici  sous sa plus sinple

express ion,  on ant ic ipera i t  1 'obtent ion drune l igne hor izonta le,

soit que la concentration en A1*3 nécessaire pour diminuer 1a

croissance de ltalgue soit la rnême, indépendamment du pH.

2 7 5
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par exemple, on devrait obtenir une toxicité sirnilaire à 4 pM (LO8

pg.L-1) At*3 indépendamment du pH. On obtient cependant une courbe

( f i g u r e  5 . 7 ) .

La relation entre le pH et 1a toxicité de lraluminiurn est très

forte: le logarithme de tÀ11 qui provoçfue une inhibition de 30? de

la croissance est relié linéairement avec Ie pH avec un coefficient

de déternination (Rz) de O.97 (f igure 5.8 C). On peut alors penser

que 1 t ef fet obserrré de 1r augrmentation de la toxicité avec

lraugmentation du pH puisse être expliqué par la compétition entre

tf et AI3', Al (OH) 2* et A1(OH) 2* pour les sites de l iaison

cellulaires, laissant À13* prendre place sur plus de sites et

devenant plus toxigue alors que la concentration en If diminue.

Gensemer (L99i-) a observé le même phénomène: la relation entre Ie

taux de croissance et lrAI monomère inorganique était fortement

fonction du pH. Pour une même concentration en AI monomère

inorganiÇlue, la toxicité de lrAl pour une algue diatomé acidophile

Aster ionel la  ra l fs i i  é ta i t  p lus é levée à pH 6 gu 'à pH 5.

Si on se rapporte au Chapitrê 4, ou on a calculé la capacité

dfadsorption des algues vivantes conme étant égale à o.O24 moles

H*.L- l  d ta lgues à pH 4.0 et  quron juxtapose la  courbe de saturat ion

des algues en H* (f igure 5.8 D) à cel le de la toxicité de A1*3

( f igure 5.8 B) ,  oD observe une for te  s imul i tude entre e l les.  Ceci

srexpliguérait par la compétit ion existante aux pH inférieurs entre

Ies cations If et A1*3. PIus lralgue est saturée en H*, plus la

2 7 7
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concentration en A1*3 nécessaire pour obtenir une diminution de

croissance de 30 Z par rapport au témoin, sera élevée. Ces

résultats seront plus facilement quantifiables en termes de

bioaccumulation au Chapitre 6. En drautres termes, et selon le

modè}e drion libre modifié pour tenir compte de la compétition du

proton,

Al*i  + L--celtule .5;* Al-L-ce1lule,

KH

H* + L-- cel lule <--=> H-L-cellule

la toxicité observée est fonction à 1a fois de Ia concentration en

AI*3 disponible dans le milieu et de ta concentration en L'

disponible (I ibre) à la surface cellulaire. On a démontré plus

haut que pour un même pH, alors gue la concentration L--cellulaire

est constante, une aug;rnentation de Ia concentration en Àl*3 provoçlue

une augnentation de Ia réponse, soit une plus forte dirninution de

la croissance; ceci correspond guali tat ivement au modèIe drion

l ibre. Par ai l leurs, Iorsquron diminue le pH et que A1*3 reste

constant, on observe une diminution de la réponse, crest-à-dire que

1a toxicité diminue. On explique ce phénornène par une diminution

des l igands à la surface cellulaire susceptibles de recevoir Al:

crest la capacité Ae la cel lule à recevoir qui diminue à bas pH.

Se1on cette approche, ou I ' inhibit ion de la croissance de

Chlorella pyrenoidosa est fonction de Ia concentration du complexe

[A1-L-cel lu la i re ] ,  pour  une inh ib i t ion donnée (30?)  on srat tendra i t

à ce gue le produit entre [A1"3] et IL--cel lulaire]r iu." soit constant

nr impor te le  pH.

2 7 9



[A1-L-ce11u1e] : Klt.L [41*3] [L.-cel lulaire] :  constante

Cependant, lorsquron fait Ie produit entre les ligands susceptibles

de lier Àl (t') et la [41*3] provoçluant une dininution de croissance

de 3Oâ, oD obtient des valeurs qui diminuent linéairement avec Ie

p H  ( R z  :  0 . 9 6 ) .

pH t L - l
pmol '  L- '

[Ar* t ]  .
; . lmol '  L- '

tL - l  .  tA l

4 . 3
4 . 6
4 . 8
5 . O
5 . 2
5 . 5
6 . 0

6 5 . 8 5
7 3 . 5
7 8 . 6
8 3 . 7
8 8 . 8
9 6 . 4 5
L O 9 . 2

L 7 . 1 " L
l _ 3 . 1 2
L 0 . 4 6

7 . 8
5 .  l _ 4
t- .  l -5
o.  o t -

L L 2 7
964
822
653
456
L 1 1

1_

plusieurs facteurs pourraient expliquer Ia non-constance du produit

[ À 1 * 3 ]  t L - l :

( i )  la  constante dréqui l ibre,  Kot-1,  var ie  avec le  PH'

crest-à-dire, ê[ fonction de la charge à la surface

cel lu la i re .

( i i ) lreffet observé ntest pas directement rel ié avec Ie

complexe AI-L (c test -à-d i re ,  Ç[ùê le  nodèIe dr ion l ibre

ne  s rapp l i que  pds ) ;

1révolut ion de IL- -ce l lu le ] r ibre êD fonct ion du pH,  te l le

que déterrninée par titrage, Dê réflète pas les

changements de concentration du ligand cellulaire

spécifique qui réagit avec lraluminium pour former le

complexe [41-L-ce1lute] (cf- Ies résultats pour

lradsorption du Mn en fonction du pH - chapitre 4) '

(  i i i )

2AO



Pour que le produit donne une constante, iI faudrait que la

variation de clro [At*3] et tl,-l en fonction du pH se fasse sur une

même échelle et réponde à la même équation;

[À1*3]
t_
2
4

qui nrest vraisemblablement pas 1e cas ici (ganme de variat ion

IAI*31 beaucoup plus large que pour t l ,- l) '

En in f luençant  la  spéciat ion de 1tA1,  Iê  pH af fecte Ia

toxicité de deux façons: }a première directement, par Ia

compétit ion avec les ions métal l igues l ibres pour les sites

cellulaires, et la seconde indirecternent, en déterminant la tai l le

ou Ia disponibi l i té des ions AI l ibres. Les effets directs et

ind.iLects de H* ont été étudiés pour développer une meilleure

cornpréhension de Ia toxicité des métaux pour les organismes

vivants. On a minimisé les effets des variables autres que le pH

(à Ia façon de Peterson et a1., Lg84) dans ces expériences' et la

toxicité obserwée devrait être Ie reflet des effets de la

concentration en H*.

tL- l
4
2
l_

ce

de

28L



TeI gue démontré dans ce chapitre, 1â conpétition entre les

ions If et les ions À1 pour la liaison à Ia surface cellulaire

constitue une explication raisonnable de la diminution de la

toxicité de 1rÀ1 à des valeurs de bas pH, laguelle est compatible

avec le modèle de toxicité de lrion libre gui a été développé pour

drautres métaux. I1 est essentiel de noter quron a considéré

uniguement les espèces draluminium présentes et mesurées dans le

milieu drexpositon. Une cellule peut par contre générer un courant

de If vers lr intérieur lequel alcal iniserait l tespace l ibre et la

microcouche autour des cellules. Conséquememnt, lridentité

guantitative des espèces draluminium qui entrent en contact avec Ia

membrane plasmique reste inconnue. Finalernent, pour la

déterrnination de la toxicité de I 'aluminium en solution açfueuse'

l ract iv i té  de l r ion l ibre et  Ie  pH de la  so lut ion sont  de bons

indices de 1a toxicité de la solution.

282



5.3 Toxicité de lraluminium pol1nnère

Dans la partie précédente (5.2) de ce chapitre, nous avons

évalué la participation des espèces draluminium nonomère (et plus

précisément de lr ion A1*3) à la toxicité de lraluninium. La f igure

5.6 présente les résultats obtenus lors de tests à différents pH et

à différentes concentrations en Al monomère inorganigue visant

lrévaluation de Ireffet de lralurninium sur Ia croissance de

Chlore l la  pyrenoidosa.  Dans tous les cas,  à  l rexcept ion du pH 5.2 '

la CIso nrest pas atteinte, êt ce pour des concentrations en AI

monomère inorganique nrexcédant ni la linite de solubilité maximale

ni 1es concentrations normalement retrouvées dans Ie milieu

naturel.

Par contre, des chercheurs austral iens (Hell iwell  et â1.,

l-983) ont obtenu des CIro aussi faibles que 3 pg'L-1 à pH 6 (f igure

5.9) ,  en ut i l isant  Ia  rnême a1gue,  Chlore1la pvrenoidosa,  cot t lme

algue test. Selon ces mêmes auteurs, Iâ présence dtAI polyrnère

dans leur rni l ieu n'avait aucun effet sur la croissance des algues.

On peut se demander si le rôle joué par des formes polymères de

type A1r. (Alrt(OH)szz*, A1t3O4(OH)zcz*) a été sous-estimé dans ces

b ioessa is .

Afin de vérif ier la toxicité des espèces polymères' nous avons

repris le même type drexpériences que celles décrites ci-dessus,

soit [41] rnonomère maxirnale, gui devient le témoin, et différentes
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concentrations en Al potymère qui deviennent les essais. LrÀI

polyrnère est produit selon }a méthode décrite dans Bertsch (L987)

et reprise par Kinraide et Parker (l-989). La présence de cette

forme dans Ie filtrat est guantifiée en soustrayant Ia

concentration en aluminiuur monomère inorganigue mesurée par

colorimétrie de Ia concentration en aluminium dissous mesurée par

spectrophotométrie drabsorption atomigue au four de graphite. Les

calculs de la solubil i té rnaximum de 1'Al à lraide du modè1e MINEQL,

servent à valider les mesures de AI polymère.

5.3. l-  Matériel et méthodes

Des  expér iences  son t  e f fec tuées  aux  pH 4 .8 ,  5 .2 ,  5 .5  e t  6 .0 .

Le tampon utilisé pour maintenir Ie pH constant au cours des

expériences est Ie I,IES. Pour chacun des PH, la concentration

maximale dtaluminium soluble est calculée à part ir drun progranme

de spéciation théorigue (MINEQL). On travail le en tr iple, crest-à-

dire avec trois boutei l les de TeflonR par concentration

dta lumin ium. Pour  tous les tests ,  on a un témoin ( tA l l  =  O),  une

concentration maxj-male mononère inorganique (tAf l  = Àl"u-"u.max), et

des concentrations norninales en Al polymère de 2oo' 300' soot de

1 O O ,  2 O O i  d e  L 6 5 ,  3 6 5 i  d e  L 9 2  e t  3 g 2  t t g ' I . - 1  p o u r  l e s  p H  4 . 8 '  5 . 2 ,

5.5 et 6.0 respectivement. Ces concentrations nous permettent de

discriminer entre les effets dus aux formes mono-et polYmères

( t a b l e a u  5 . 4 )  .
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T a b l e a u  5 . 4 : Conditions expérimentales pour vérifier J.es effets
de I tAl polyurère sur 1a croissance de Chlorella
pvrenoidosa. Les valeurs soulignées indiquent la
concentration rnaxirnale en A1 monornère pour chacun
des pH tandis que les valeurs entre parenthèse
signifient les valeurs nominales en À1 pol1nnère.

4 . 8 5 . 2 5 . 5 6 . 0pH

lA lT l
( t t g '  L - ' )

o
4o0  (o )
6 0 0  ( 2 0 0 )
7 o o  ( 3 0 0 )
e o o  ( 5 0 o )

0 0 0
1 o o  ( o )  3 5  ( o )  8  ( o )

200 ( r-oo) 200 ( r-65) 2oo ( Le2)
30o  (2oo)  400  (36s )  4oo  (392) ,

Les solutions dr Al polymère sont produites selon la méthode

de Kinraide et Parker ( l-989) et Bertsch (1-987) qui minimise la

format ion drAl (OH)3 préc ip i té .  A l ta ide drune autoburet te  re l iée

à une pompe péristaltique, oD ajoute lentement à une solution mère

drAlCl3 '6H2O (O.Ol-  M) une so lut ion s tandard isée de NaOH (0.O5 I t { )

(O.5 mL'min- l )  pour  obteni r  un rappor t  NaOH/41:2.O,  de façon à

maintenir tout I 'aluminium en solution. Le NaOH est injecté dans

la solution dtaluminium par un tube inmergé près du point de

rnélange optimum (bas du vortex). Le pH init ial de Ia solution est

de l - .83,  }e  pH f ina l  est  de 5.1-3 et  la  concentrat ion f ina le en

Altot.r est drenviron 7 nM. Toutes les manipulations sont réalisées

sous une atmosphère drazote. Pendant ce temps, Ia solution est

vigoureusement agitée pour minimiser Iraccumulation de base

Iocalement  (Smi th et  Hem, L972;  Ber tsch,  l -987) .  La so lut ion est

ensuite f i l trée sur une membrane Nuclepore en polycarbonate de o.2

pm de porosité et di luée avec du mil ieu drexposit ion de même pH et

de même fAl-monomère1 pour obtenir les concentrations voulues en

A 1 .
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Mentionnons que plus I 'ajout de NaOH est rapide, êt plus la

solution est viei l le, plus la fraction polyrnère réactive (4113)

diminue (Parker et al.,  L988b) alors que la fraction drÀ1 précipité

augrmente. Lorsque des solutions en Al sont partiellement

neutralisées, 1â fraction dtAI mononucléaire est relativeraent

uniforme pour un rapport molaire OH/AL donné (Parker et â1.,

l-988b), mais la nature des autres espèces formées est hautement

dépendante des conditions de synthèse. Les quantités nécessaires

en Al polymère sont alors ajoutées aux milieux contenant de IiAI

rnonomère inorganique maximal pour chacun des pH testés afin

dIobtenir les concentrations en Al polyrnère voulues. Mentionnons

que les concentrations mère en AI polynère contenaient aussi Ia

concentration maximale en A1"u-",,r., donc cette forme draluminium

ntéta i t  pas d i luée dans Ie  rn i l ieu d 'exposi t ion par  l ta jout  de la

solution concentrée eontenant Al polynère drautant plus que vue Ia

forte concentration seulement un faible volurne était ajouté.

Les solutions en aluminium sont agitées et barbottées pour 24

heures dans leur contenant expérimental-. Avant Itajout des algues

et après 2 et 4 jours de contact avec les algues, la spéciation de

1 'a lumin ium est  mesurée a ins i  que 1e pH.  La densi té  ce l lu la i re  est

mesurée à l taide drun compteur de part icules et la surface

cellulaire algale est aussi estimée par le rnêrne appareil  deux fois

par  jour .

5 .3 .2  Résu l ta t s

Les concentrations en aluminium retrouvées pour chacun des pH

testés à temps:O sont présentées au tableau 5.5.
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T a b l e a u  5 . 5 : Concentrations moyennes
chacun des pH au temps

mesurees
:  O .

en aluminj-um pour

(pg '  r , -1 )

PH [ÀI  ] .o . " ,

nominal

À1ro,"t Aloi"rou. Ar.u A1 >o.4pm Alpoty*e..

4 . 8  0
4 0 0
6 0 0
7 0 0
9 0 0

5 . 2  0
1 0 0
2 0 0
3 0 0

5 . 5  0
3 5

2 0 0
4 0 0

6 . 0  0
ô

2 0 0

4 0 0

o
4]-9
632
7 8 0
9 7 3

o
7 0

L52
3 7 3

2 9
l-78
3 8 0

0

).7 6

3 5 4

o
3 5 9
5 7 8
6 8 5
96r

0
6 0

1 3 9
4 0 0

U

2 4
L49
2 5 t -

0
ô

r 2 7
3 0 2

o
3 3 6
2 A L
285
3 5 6

o
1 0 0

7 9
7 9

o
3 7
3 2
4 2

o
ô

1 0
l-o

o
6 0
5 4
9 5
L 2

o
1 0
1 3
o

0
5

2 9
r29

o
1 0
4 9

5 2

o
2 3

2 9 7
4 0 0
6 0 5

o
o

6 0
324

o
o

L L 7
209

o
o

L T 7
2 9 2

2 8 8



Les concentrations en AI et le pH sont restés constantes au cours

des expériences. Très peu dtAl précipité nra été estiné (ÀItot"t-

Aldi""ou") dans les solutions init iates sauf au pH 5.5. Par ai l leurs,

la concentration en Al-potlanère est déterminée par différence

(Alai""*" - Alcv) ; ces deux concentrations étant elles-mêmes entâchées

drune certaine imprécision, la valeur estimée pour [Àlpotymere] nrest

connue gurapproximativement. De plus, vu 1e pouvoir extrêmement

élevé des polymères à sradsorber sur 1es f i l tres lors des

fi l trat ions (Thomassin, l-985), la mesure de 1rA1 dissous peut être

sous-estirnée et indirectement cel le de lrAr poryruère aussi, alors

que Ia mesure de lrAl part iculaire (>0.4prn) aurait été sur-estimée.

Une expérience parallèle a démontré une perte continuelle en A1

dissous lors de f i l trat ions successives (résultats non présentés).

Pour tenter de contourner cette difficulté, on a procédé à une

centri fugation (7OOO tours'rn-l 20 minutes) pour séparer

I taluminium précipité de 1'aluminium soluble, rnais cette

modi f icat ion nra pas amé1ioré l rest imat ion de l ra lurn in iurn polymère.

On explique ce fait,  €n part ie, Pâr 1'adsorption de tel les formes

sur ntimporte guelle surface y compris les embouts de pipette.

Croissance

Les courbes de croissance de Chlorella pvrenoidosa pour chacun

des tests  sontprésentées à Ia  f igure 5.10.  Dans tous les cas,  Ia

croissance est dininuée significativement par rapport aux témoins

( l- contrôle ou A1:O : témoin sur Ia f igure 5.l-O et l- mil ieu

contenant la concentration maximale dtaluminium monomère : ÀI"u sur
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pH 4.8
- t

d .ô r i tô  cd tu la io  (c r l lu lu .nL  I

pH 5.2

dcn.ité c.llulrirç (crttutu .nir I
1000000

r000000

uc.t-
+- 4oo
+ coo
€- 7oo
+i- 900

J_

+-

o !g' | j t
too
200

aoo
100000

2 3

temps (iours)

pH 5.5

2 3

temps (iours)

pH 6.O

1000000

1000000

100000

-J-

-x-
.Ë

o  g 9 ' [ t

36

?co
.tOO

2 3

temps (jours)

Courbes de
di f férentes
monomère et

c ro i ssance  de
concentrat ions
polymère et à
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en aluminium inorgani-que

d i f f é ren ts  pH .
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la f igure 5.1-o). La présence draluminium pollmère ajoute à Ia

toxici_té de lraluminirua monomère et son act,ion est proportionnelle

à sa concentration; plus la concentration en Al pollmère est

élevée, plus son effet se fait sentir (f igure s.LL). sur cette

figure, oD obset31re effectiveruent un effet additif de 1rA1 pol1mère

sur la toxicité de lrAl nonomère. Les points à l-OO8 correspondent

à la croissance drun témoin oir Ia concentration en A1 monomère du

milieu était maximale. À pH 6, la droite reliant les deux premiers

point,s est indiquée en pointillé à cause du manque de points

interrnédiaires.

5 . 3 . 3  D i s c u s s i o n

Dans cette partie de ce chapitre, oh a démontré la

p h y t o t o x i c i t é d e l I A I p o l 1 r m è r e , u n e o b s e r v a t i o n p r e s q u e s a n s

précédant dans Ia l i t térature sur Ia toxicité de I 'Àl en mil ieu

dreau douce. Les chercheurs austral iens Hell iwell  et al.  (L983) '

par exemple, ont exclu les formes polynucléaires dralurninium dans

Ieur modèIe de toxicité due à lrAl pour ChIoreIIa pyrenoidosa.

Pour leur part, Leivestad et at. ( l-987) ont observé pour le saumon

atlantique que le stress induit par Iraluminium (mortal i té,

régulation ionique perturbée) était corrélé avec lraluminium

monomère alors gue les formes précipitées de lrAl(OH)s pro\toquaient

une toxicité très faible. Blamey et al. (1983) ont suggéré qurune

ou plusieurs espèces draluminium monomère étaient responsables de

29L



?  de  } ' a i re  sous  l a  cou rbe  du  témo in  (o1 . . r - " . r rmax )

1  0 0 i

B O

6 0

4 0

2 A

0
100  200  300  400  500  600o
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Figure 5.11:  Pourcentage de I 'a i re  sous Ia  courbe du témoin en

fonct ion de 1 'a lumin iunr  po lymère nominaLe-

' ' .8-\- L+

. ..),................\ )

0t).U t.. rt . .  O. 5 .2
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sa toxicité sur la croissance des racines de fève de soya, alors

que lrajout de oH ou de p diminuait Ia toxicité en diminuant la

tAll monomère en solution, êD provoquant la pol1anérisation ou Ia

précipitation.

Hell iwell  et al.  ( l-983) ainsi que Pettersson et al '  ( l-985a)

ont obser1tré une plus forte toxicité de lrAl près du pH 6 pour deux

espèces dralgues (Chlorel la pyrenoidosa et Anabaena cyl indrica).

Ces auteurs ont conclu gurune telle toxicité était expliquée par la

présence drhydroxo-complexes dtaluminium, nais i ls nront pas

envisagé que la formation drespèces pollmères à ce pH puisse y

jouer  un rô le .

paral lèIement à ces observations sur la non-toxicité de 1rÀ1

pol1rnère, les mesures draluminium en mil ieu naturel nront jarnais pu

confirmer la présence d'espèces polynucléaires. Par exemple, mêrne

si on observe parfois une différence appréciabl-e entre lraluminium

dissous et  l ra lumin ium monomère (ex. :  Campbel l  e t  a l - ,  ( l -989)  dans

les eaux des rivières de la Côte Nord du Québec), i I  se peut guti l

sragisse en fait dtaluminium monomère I ié à de la natière

organigue, lequel complexe serait réfractaire au catéchol violet.

par contre, on peut facilement imaginer la fornation transitoire

dtespèces draluminium polymère lors du mélange des eaux drun

ruisseau acidifié au printemps ayant une charge élevée en aluminium

et  des eaux drun Iac au pH p lus éIevé.
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Lors de Ia présente expérience, les concentrations en Al

mononère inorganique contribuaient relativement peu à la toxicité

(< sgt) même si lr inhibit ion de croissance de Chlorel la nyrenoidosa

était bien corrélée avec ltAI monomère inorganique (f igure 5'5) '

P a r c o n t r e , l a p r é s e n c e d ' A I p o l 1 r n è r e a j o u t a i t d e b e a u c o u p à I a

toxicité de ltÀI monomère inorganique. On peut graphiguement

(f igures 5.6 et 5.5) vérif ier pour une mêrne concentration, laguelle

d e s f o r m e s m o n o o u p o l l r m è r e e s t p l u s t o x i q u e . P a r e x e m p l e , s e l o n

nos résul ta ts ,  à  pH 5.2,  une concentrat ion de 75 Pg' I � -1  drÀ1

monomère inorganique provoçlue 50? dt inhibition alors qurune

concentration de L75 1tg'L-l d rAr polyrnère provoç[ue aussi 50 z

d ' i nh ib i t i on .

Mentionnons aussi, çlue dans }es essais avec IIAI pol1mère,

mêrne si 1e Z de croissance par rapport au témoin est évalué en

fonction drun témoin contenant 1'Al monomère inorganique maximal

pour chacun des pH testés, les cel lules sont déjà affectées drune

façon ou drune autre et que la toxicité mesurée est additive- Pour

évaluer statisquement laguelle des 2 formes était la plus toxique,

i l  aurait fal lut que les essais avec IIAI polyrnère contiennent

uniquernent ItAI potymère sans Al monomère inorganigue. Crest peut-

être aussi Ia raison pour laquelle les relations du pourcentage de

Iraire sous la courbe du témoin en fonction de IIAI po11anère

norninal semblent saturer aux plus fortes concentrations.
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Àlors que l-OO ttg- L-1 G.7 trM) d 'À1 polymère dininue la

croissance drenviron 75 Z de Chlorel la pyrenoidosa, des

concentrations de 3 à 4 pM en Àl pol1nnère étaient requises Pour

inhiber la croissance des racines de bIé dans les expériences de

Parker et al-. (L988a). Selon ces derniers auteurs, toutes les

plantes testées étaient considérablement plus tolérantes à À1+3 qutà

IrÀ1 pollnnère, ce qui suggère des différences physiologigues

fondamentales de la toxicité de ces deux types drÀ1 (Nous

essaierons dtéclaircir ce dernier point au cours du prochain

chapitre). Cette conclusion fut supportée par lrobservation de

tolérance différente de deux types de blé pour A1*5, rnais non pour

Arrs '

La toxicité de I t4113 a été récemrnent démontrée lors de

bioessais avec les racines de bIé en solution (Parker et âI.,

1-988a). Ces observations corroborent cel les de Wagatsuma et Ezoe

(1-985) et de Wagatsuma et Kaneko (l-987) '  mais par contre el les

contrastent nettement avec dtautres études qui lient la toxicité de

1rA1 uniquernent aux espèces monomères (Blamey et al.,  1983;

H e l l i w e l l  e t  a I . ,  1 - 9 8 3 ;  A I v a  e t  a l . ,  1 9 8 6 a '  b ) .

Contra i rement  à la  d iscuss ion 5.2,  ou nous avons re je té l r idée

drune nespèce toxiquetr dans Ie cas de lrAI monomère, dans le cas de

ItÀ113 on peut parler drespèce toxique puisque les transformations

AI monomère <--> A1r, ne sont pas rapides. Par ai l leurs, accorder

à AI13 un rôIe spécif ique irnpl igue un site draction extracellulaire,
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un polymère de la dimension de I|espèce A1* ne pouvant

vraisemblablement pas traverser la membrane cellulaire. Si le

mécanisme de toxicité se fait au niveau intracellulaire, on ne peut

penser à des différences de toxicité iurpliquant des formes mono

eE/ou polymères. Par contre si la toxicité se joue au niveau de Ia

membrane cellulaire, i l  se peut guti l  y ait des différences entre

les deux t lpes drespèces. En effet, ùr polyrnère (te1 que Alt3)

pourrait agir conme un énorme cation se fixant sur les sites de

liaison et provoquant des déséguilibres chimiques, électrigues ou

bien physiques plus éIevés que ne pourrait le faire un simple

Itpetit  cation monomèrerr.

parker et al. (t-988b) ont tenté de déterminer la tai l le, 1â

charge et la structure des espèces polynucléaires. Ces auteurs

préparaient Alro de la même façon que dans cette expérience, et ont

rapporté que I'AI polymère formé était cornposé premièrernent drun

polynère seul ou d t une suite de poly'nères de même taille égalernent

réactifs aux ferron' r ls ont suggéré que 1tÀ1 porymère était peti t

et possédait une charge posit ive substantiel le. Selon

Parthasarathy et  Buf f le  (1985) ,  la  forme À11304(OH)z+7* (AI13)  semble

petite, stable et très peu dissociable.

En comparant les essais menés à différents pH, on note que Ia

tendance observée pour une toxicité plus élevée à pH élevé avec les

espèces monomères se continue avec les espèces polymères. 11 y a

l ieu de suggérer encore une fois des effets antagonistes des ions
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hydrogène sur les interactions aluminium-surface cellulaire.

Signalons qu' i l  ne semble pas y avoir eu de dépolynérisation de A1r,

selon les mesures de la spéciation des solutions. Rappelons que

malgré 1a variabi l i té temporelle dans 1es mesures de I '41 polfmère'

i l  nrexiste pas de tendance temporelle de diminution et que ces

mesures montrent quraprès 96 heures les mil ieux contenaient

tou jours de I tA l  Po11rmère.

Evotu t ion  de  [ 'A t  po tymère

lA t  16gs1 l
nominaI

Temps (heures)
4 9648

p H  4 . 8

400
600
700
900

23
297
400
605

1 8
334
116
446

0
175
361
609

0
361
393
693

p H  5 . 2

100
200
400

0
0
158
31/,

0
0
1 5 1
253

0
110

11t,
321

U't9
2..

37'l

0
0
60
321

0
zz
1 3 0
3 1 8

pH 6 .0

0
1 0
200
400

Les résul ta ts  actuels ,  e t  sur tout  I ' in terprétat ion quron leur

donne,  contrastent  net tement  avec 1tétude de HeI I iwel l  e t  a} -

( l - 983 )  ( f i gu re  5 .9 ) .  Ces  de rn ie rs  au teu rs  ne  cons idè ren t  pas  1a

présence de 1 tA113.  Puisque ces auteurs ut i l isa ient  une so lut ion

mère  con tenan t  42O pg 'L -1  d ra lum in ium,  i l s  t rava i l l a i en t

probablement  en présence de l -  'a l -umin ium polynucléai re,  Iequel ,

se l -on  nos  résu1 ta ts ,  s ravè re  t rès  tox ique .  11  s rensu i t  que  ]a

0
33
122
277

0
0
117
aYz
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toxicité aigiuè guti ls ont observée autour du pH 5.5-6.0 était

probablement due à Ia forme pol1mère et non aux rrhydroxo-complexes

mononucléairesrr .

La toxicité de lraluminium pourrait se manifester à différents

niveaux selon la présence de différentes formes. Ceci pourrait

expliquer Ia grande variabilité des résultats provenant

drexpériences visant à identifier rrla forme responsablert de Ia

toxicité. par exemple, selon Irorganisme indicateur uti l isé et ses

besoins en éIérnents nutritifs, Ies formes monomères en Al peuvent

compétitionner au niveau membranaire avec drautres éléments

nutritifs tels le Ca et le Mg et induire ainsi des sfmptômes de

toxicité. À un autre niveau, les espèces polfmères pourraient

induire des changements physigues de la membrane empêchant son bon

fonctionnement.

11 semble irnportant de vérif ier si la toxicité de lrAl

polymère est signif icative en rni l ieu naturel. Dans les mil ieux

acides qui ont subit un chaulage, on a souvent observé une

diminution de la croissance du phytoplancton associée à une

déf ic ience en micronutr iments (Pearson,  L9 '15;  Far ina et  a l . ,  l -980) .

Cependant, on peut invoquer Ia possibilité de formation de Al

polymère qui engendrait une toxicité insoupçonnée.
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5.4 Toxicité de 1r aluminium o.rganigue

traluminium peut former de forts complexes avec la matière

organiqge dissoute, conme les acides fulviques et humiques' pour

produire de Iraluminiun monomère organique. Plusieurs auteurs ont

mis en évidence des corrélations évidentes entre }e carbone

organique et 1a concentration en A1 organique dans les eaux de

surface tant en Nouvelle Angleterre (Driscoll, 1984) t en Ontario

(LaZerte I Lg84l ? gurau Québec (Canpbell et aI.,  1984) '

La guantité dtAl complexé varie avec Ie type dtacides

organigues présent (NeviIIe et â1., L988) et augmente à pH plus

élevé.  Au moins 0.025 mg Al 'mg g-1 (0.9 ptmoJ-  Al 'ng C-1)  peut  ê t re

complexé à pH 4.5 (Nevi l le ,  l -985) ,  ê t  en absence drautres métaux '

autant  que O.27O mg Al 'mg C-1 (10 pmol  a l ' rng C-1)  peut  ê t re complexé

à  p H  5 . 5 - 6 . 5  ( O l i v e r  e t  a } . ,  l - 9 8 3 )  -

En présence de fortes concentrations en carbone organique

dissous, lâ concentration en ÀI monornère inorganique diminue

puisgue ItAl se l ie à la matière organigue. Ce processus permet

des augmentations considérables en Al dissous sans, pour autant,

donner lieu à des concentrations élevées en Al mononère

inorganique. Drai l leurs, i l  constitue le facteur le plus

significatif pou- expliquer le mançlue de concordance dans les

résultats portant sur Ia toxicité de lraluminium, puisque les

complexes draluminium organiques monomères sont assez stables et ne
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relâchent pas faci lement lraluminium l ié. Alors, lorsque 1es

concentrations en carbone organique dissous sont élevées,

lrutilisation des concentrations totales en À1 confond plus souvent

qurautrement l t interprétation des données de toxicité de 1rÀ1.

Des expériences récentes avec Àllium cepa en solution de

culture, êD présence de substances humiques, ont révélé çIue les

espèces draluminium monomère inorganigue tabile constituaient la

ff fraction toxiguert (Berggren et Fiskesjô, 1987, . Ceci supporte

It idée quren absence dtespèces polymères, seul A1 nonomère

inorganigue est toxique pour la croissance des racines (Blamey et

aI .  ,  l -983 ;  Ul r ich,  l -983 ;  À}va et  â I  .  ,  L986a,  b)  -  Les ac ides

humiques semblent aussi prévenir la toxicité de lrAI pour Ia

luzerne (Medicago sativa) dans des nilieux de culture (Brogran'

3,967). Hornstrom et aI. ( l-984) ont aussi observé que la présence

drhumus diminuait les effets de ltAl sur Ie phytoplancton par sa

capacité à réduire le taux de précipitation du phosphore dans Ie

rni l ieu de culture.

Hue et  a l .  (1-986)  ont  démontré que l tact iv i té  de I tA l*3,  ou 13

phytoxicité de 1t41, était aussi affectée par la présence dra'èides

organigues de faible poids moléculaire. Dans un mil ieu

expérimental avec du coton (Goss].piurn hirsutum) , Ies acides organi-

ques se sont groupés en trois catégories selon leur capacité à

détoxif ier À1 (1) fort (citr ique, oxalique, tartarigue) (2')

interrnédiaire (rnalique, malonigue, sal icyl igue), êt (3) faible
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(succiniç[ue, lactique, formigue, acétiÇluer phthatigue) (Hue et al.,

l-9g6) . De plus la présence de citrate dans le rnilieu a semblé

prévenir Ia toxicité de 1rÀ1 sur le mai.s (Bart lett et Riego, L972, '

Ie  r iz  e t  1e b lé (Kinra ide et  â1. ,  1985) .  Par  a i l leurs,  cer ta ins

agents chéIateurs synthétiques (EDDHÀ, EDTA) semblent détoxifier

I rAl (Clarkson, t-966 ; Rost-Siebert, 1984 ) .

pour ce gui est des formes organiques de lraluminium, tous 1es

chercheurs sont généralement draccord pour relier une diminution de

la toxicité de ltaluminium à la présence de l igands organiques.

par contre aucun nra pu évaluer lreffet réel de lraluminium

organigue, crest-à-dire, Dtâ pu discriminer entre les effets

imputables à la complexation de ltaluminium avec la matière

organigue (baisse de Ia disponibi l i té de lraluminium inorganique)

et ceux dus à lrAl organigue même (avec tAll inorganique

constante)  .

Les objectifs de cette partie de la recherche sont

dt ident i f ier  Ie  rô le  joué par  1rÀI-organique sur  la  cro issance de

Chlore l la  pyrenoidosa et  de vér i f ier  a ins i ,  s i  Ie  modèIe dr ion

l ibre srapplique en présence drun réservoir de MOD' soit en

présence drAl-organique. Lrapproche expérimentale consiste à

maintenir le pH et la concentration en 413* constants et draugmenter

la concentration en A}-organique. Pour ce faire, les

concentrations en matière organique et en AI total devrait être

augrnentées para1lèlement afin de maintenir Al"3 constant.
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5.4.1-  Matér ie l  e t  méthodes

Pour améliorer davantage le modèIe toxicologigue de

lraluminiun, on a voulu connaitre lreffet réel de lraluminium

organique sur la croissance de Chlorella pvrenoidosa. Pour ce

faire, 4 séries de mil ieux drexposit ion différents mais de même pH

(5.0,  l ' îES 1O-2 M),  sont  u t i l isés en t r ip le ,  dans des boute i l les de

TefIonR transparentes de l- L:

térnoin (AÀP-P-I{) t

ténoin dracide futvique (ÀAP-P-U, + 20 mg'L-l acide fulvique
f i l t ré)  ;

1-50 1.lg'L-1 AIT

drAl monomère
f i l t ré  + 5oo

Lso pg'L-l d"rAI monomère inorganigue (AÀP-P-M +
: L50 1.tg'L- '  Alcv-cvr) i

J -50 pg 'L- l  drAl  monomère inorganique + 35o pg 'L- l
organigue (ÀAP-P-M + 20 mg'L-r acide fulvique
ttglt" '1 i trt  15o ttg'L-1 Àr.u-.u. * 350 pg'L-l ÀlcvR) -

t_-

2 -

3 -

4 -

Lracide fulvique a été obtenu de lrUniversité Concordia, du

départernent de Chimie, êt correspond à lracide fulvique isolé et

étudié grandement par Schnitzer et Khan, L978- Le PH, la

concentration en acide fulvique ainsi que Ia concentration en A1

monomère inorganique ont été choisis parce-qutils représentent des

valeurs retrouvées en mil ieu naturel au Québec (Dupont' L988).

Ainsi, une concentration de 20 mg'L-l dracide fulvique équivaut à

environ 9 ng'L-l de carbone organique. De plus, la toxicité de IrAl

( tAf l=150 pg.L-1)  à  pH 5.0 a été déterminée p lus ieurs fo is  et  e} Ie

est assez bien connue dans ces condit ions. Les mil ieux sont agités
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pendant au moins 24 heures pour leur permettre de sréquilibreri

leurs concentrations en Al total, Al dissous, Al monomère total et

AI monomère organique sont ensuite déterninées.

ce même type drexpérience a été repris à pH 5 et à une

concentration en AI monomère inorganique constante' soit 150

pg.L-l, mais oir la concentration en Àl-organique variait pour

vérif ier sri l y avait un effet de gamme de lraluminium organigue

sur 1a croissance de Chlorella pyrenoidosa.

Le désign expérimental apparaît ci-dessous:

A- témoin (ÀAP-P-M);

B-

c-

D-

l-50 ttg' L-1 d t A1 monomère inorganique

pg 'L - t  A t r ;  1 -50  pg 'L -1  A l cv - "u . ) ;

(AAP-P-M + l-50

témo in  d 'ac ide  fu l v ique  (20  ng 'L -1 ) ;

L5o pg 'L-1 dtAl  monomère inorganique + 350 t tg 'L- l  d '41

monomère organique (AÀP-P-I{ + 20 mg'L-t acide fulvique

fi l- tré + 5oo ttg'L-1 AIT; 1-50 pg'L-1 Al.u-"u" + 350 ttg'L-l

41"r,"); mil ieu éguivalent au mil ieu *a ci-dessus;

témoin d I  ac ide fu lv igue (2 .25 mg'  l , -1)  ;E -
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F- i -so pq-L-1 drAI monomère inorganique + 50 ttg'L-1 drAl

monomère organigue (AAP-P-![ + 2.25 mg'L-î acide fulvique

f i l tré + 2oo pg':. :-1 AIT; 150 tng'L-' t  À1""-"r" + 50 Pg'L'1

Àlcvr) i

Lso ttg'L-I drAI monomère inorganique + Loo Pg'L-I dtAl

rnonomère organique (AÀP-P-U + 5.5 ng'L-1 acide fulvique

fi l tré + 250 pg'L-l A1î; 25o pg'L-1 Al"u-"r" + loo ttg'L-1

Àlcvr) i

L5o ttg'T;1 drAI monomère inorganique + 2oo tLg'L-1 drAl

monomère organigue (AÀP-P-lit + l-l-.O mg'L-1 acide fulvique

f i l t ré  + 3oo pq 'L-1 À1T;  L5o tLg 'L '1  A1"r - "u.  + 2oo t tg 'L- l

Arcvr) .

G-

H-

Une fois les condit ions expérimentales établies, une port ion

de 1a suspension dralgues concentrée est ajoutée dans chacune des

bouteilles contenant les milieux expérimentaux. Les algues sont

comptées deux fo is  par  jour  jusqutà l ra t te in te de la  phase p lateau '
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5 . 4 . 2  R é s u l t a t s

concentration en A1 dans Ie milieu

Des expériences prél irninaires ont été réalisées afin de

vérifier guelle était la concentration en aluminium monomère

nécessaire à combiner avec 2o mg'L-l dracide fulvigue pour obtenir

l-50 pg- L-1 d I aluminium monomère inorganique. Les essais

préliurinaires ont montré à deux reprises que dans le milieu AAP-P-M

contenant 20 mg-L-l dracide fulvique f i l tré, oD devait ajouter 500

pg.L-1 drAl total pour retrouver l ,5O ttg'L-l  dtAl monomère inorganigue

( tableau 5.6) ,  so i t  une f ixat ion de L7.5 r rg Al 'mg c-1.  o l iver  e t

aI. (L983) avaient observé une capacité de complexation de 25 ltg

Al -mg C 
-1 

à pH p lus éIevé:  5 .5-6.5.  Même s i  lors  de Ia  prern ière

expérience on obtient des valeurs drÀlcv-cvR de lrordre de 150-2OO

pg.L-1, crest-à-dire légèrement supérieures aux valeurs visées,

1 t irnportant est d t obtenir les mêmes valeurs de Alru-ru* dans les deux

mj- l ieux (3 et  4) .  Les va leurs de pH nront  pas montré de var ia t ions

durant 1' expérimentation.

Les concentrations en Al mesurées au cours des expériences

sont  présentées aux tab leaux 5.7 et  5 .8.  Lrévaluat ion de l rA lcvr

par colorimétrie sravère assez diff ici le en présence de fortes

concentrations en MOD. Crest pour cette raison que certaines
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T a b l e a u  5 . 6 ; Essais prél iminaires évolution de ltAl en

solut ion (pg 'L- l )  en présence ou pas drac ide

fu lv ique (20 ng ' l , -11 .  ac.  fu Iv . :  ac ide fu lv iquei  A l r :

Al total; Alo: Al dissous; À1.r: AI nononère total;

Alru*: Al monomère organigue; Al,: Al mononère

inorganiçIue.

Àc. fulv. À1,

mg'L- l  nominal
(pg ' r , -1 )

À1t Aro A1.u À1*. Ar t

mesure
( p g ' r - t l

2 0

0

2 0

2 0

2 0

2 0

o

t_50

l-50

3 0 0

4 0 0

5 0 0

l- l-

L57

L 8 8

32s

4 0 0

4 8 0

1-5

l_51"

t_88

3 7 6

4LL

5 0 1

8 6

2 2 1

1-80

3L2

3 6 6

482

2 5

1

t-18

t_9 l_

t-99

280

6l_

220

6 2

T 2 L

]-67

242

données sont guelque peu aberrantes, surtout lors du premier essai

(tableau 5.7r. I I  semble y avoir interférence dans la lecture de

lrAlcv due à Ia couleur mêne de la matière organique. Par exemple,

on obtient des valeurs apparentes de lrordre de 90 pq'L-1

dtalurninium monomère total dans Ie ni l ieu contenant de lracide

fu lv ique mais dans lequel  on nra pas a jouté dta lumin iun (n i l ieu 2) .

Chose certaine, 1a concentration en A1 total init iale correspondait

assez bien à Ia concentration nominale pour les rni l ieux 3 et 4 ( l-43

pq'L-1 et  512 pg.L-1 de At  to ta l )  .
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T a b l e a u  5 . 7  z Concentration en aluminiun dans les différents

mi l ieux drexposi t ion à pH 5.o (expér ience no 1) .

Alr: À1 total; AID: Al dissous; A1*: A1 monomère;

À1r*: A1 mononère organique; ÀIcv-AlcvR: À1 nononère

inorganique.

milieux Àrt À10 Al.u Ar.u* À1cv-AlcvR

temps-0

l_

2

3

4

1

2

3

4

temps:4 heures

o

L4

L43

5L2

4

2 0

1,O2

5 3 1

l -38

4 7 6

228

4 7 6

o

L 4

L44

4 8 0

o

1 8

1,O2

4 3 6

L75

4 1 1 -

L46

456

6

( 8 e )

L 5 0

5 1 0

2 0

( 3 8 )

l_Bo

5 4 0

l_54

4L6

l-84

3 8 1 _

o

7 2

1

382

2

3 2

3 0

3 6 0

2

25L

2

278

o

L7

L49

l . 2 8

1 B

6

1-50

1 8 0

L52

1 6 5

L82

L 0 3

temps:2 jours

3

4

temps:4 jours

3

4
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pour }a deuxième série drexpériences, le tableau 5.8 présente

les valeurs en aluminium monomère organique et inorganique

nominales et mesurées au temps=O; Ia concordance entre les valeurs

nominales et mesurées sravère très satisfaisante.

T a b l e a u  5 . 8 : Concentrations init iales (pg A1'L-l) en aluurinium

monomère inorganique (À1"r-.".) et organique (Alcvr)

pour la deuxième série expérimentale. (N: nominal;

M :  mesuré ) .

mil ieux IA tcv ]

N M

IAlcvr]

N M

[ Àr"u-"u. ]

N M

À

B

c

D

E

F

G

H

o o

150 L67

o o

5 0 0  4 8 1

o o

200  188

250 25L

300  3L2

o o

o o

o o

3 5 0  3 L 6

o o

5 0  2 6

t o o  9 9

150 l -51

o o

t-50 L67

o o

150 l -65

o o

l_50 L62

L50 L52

150 l -61-
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Toxic i té  de I ta lumin ium

Si le modèle drion l ibre stappliquait en présence de Ia MOD,

et pour une même concentration en Al-monomère inorganigue [AI"u-"r"],

on stattendrait à obtenir le rnême effet en présence ou en absence

d rAl-organique [Àlcvr] .

Les courbes de croissance de Chlorella pyrenoidosa en présence

ou non de Lso ttg.L-1 de Al monornère inorganiÇtrUê, et avec ou sans

acide fu lv ique,  sont  présentées à la  f igure 5.L2.  Selon I ra l lure

généra1e des courbes de croissance, on peut observer ç[ue ce nrest

quren présence draluminium seul que Ia croissance de lralgue est

dininuée. En effet, êD présence dtacide fulvigue, Italuminium ne

semble pas avoir dteffets négatifs sur Chlorel la pyrenoidosa, même

s' i l  est  tou iours présent  à une concentrat ion de l -5o ug 'L- l  (A l -

monomère) ! Àinsi 1e calcul de lraire sous Ia courbe de croissance

ne vient que corroborer ces observations pui-squton a évalué le

nombre de ce l lu les pour  une pér iode dr incubat ion de 6.27 jours

conme étant  égal  à  ( f igure 5.1-3) :

témoin:

ac.  fu lv ique:

A 1  ( 1 5 0  p g ' L - 1 ) :

A1 + ac.  fu lv ique:

( '  108  ce l l u les '  j  '  * r , - ' ,2 . L 4

2 . 0 2

l - .  6 l_

2 . L 6

o .  1 4

0 .  0 7

o . t 2

o .  1 6

t

+

+

+
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Af in de vér i f ier  s , i I  y  avai t  une ef fe t  de ganme dt  à  A1"r , . r  oD

a procédé à une deuxième série drexpérj-ences tel que décrite plus

haut. Les courbes de croissance pour les I mil ieux expérimentaux

testés appara issent  à  Ia  f igure 5.13.  L ta i re  sous la  courbe de

cro issance est  représentée à 1a f igure 5-14-
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5 . 4 . 3  D i s c u s s i o n

Les résultats obtenus dans cette série drexpériences sont

inattendus:les concentrations en AI cv-cvr dans les mil ieux

drexposition contenant Al étaient constantes mais la toxicité de

Italuminium diminuait au fur et à mesure çIue le résenroir drAl-

organique auginentait.  Selon le modèle dtion l ibre, on se serait

attendu à observer une toxicité éga1e en présence dralurniniun lié

à de Ia rnatière organique, êt non pas à une annulation de lreffet

provogué par Italurninium inorganique nonomère. En drautres termes,

on observe une amélioration de Ia toxicité en présence d'acide

fulvique et dr aluminium organique, rnême si [41*3] demeurait

constante. On observe un effet de protection de lracide fulvique

face à l taluminium monomère inorganique (f igure 5.1-5) -

S ignalons que Hel l iwel l  e t  a l .  (1983) ,  ont  également  rappor té

une amélioration de Ia toxicité de 1tÀl due à lracide fulvigue

lorsque, dans un mil ieu drexposit ion contenant init ialement 30 ttg

A1- L-1, i ls ont ajouté 1-O mg. L-l d t acide fulviquei le taux de

croissance de Chlorel la pvrenoidosa est passé de 482 à 85? par

rapport au témoin, même si les tAll labile mesurées étaient

sensiblement les mêmes (L7 vs 2O.5 Pg'L'1) dans les deux mil ieux

(tableau 1.3). Ces auteurs nront cependant pas commenté leurs

résul ta ts .
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On doit alors imputer un effet bénéfigue non pas à lraluminium

organique conme tel, mais plutôt à lracide fulvique non complexé

avec lraluminium, puisque lorsgue la concentration en Al organigue

était augrmentée, la concentration en acide fulvique libre lrétait

aussi. Ainsi, I tacide fulvique inhibait la toxicité de ltAl"r-"u.

proportionnellement à sa concentration jusgurà saturation, soit à

environ 1O mg.L-l dtacide fulvique (f igure 5.1-5). 11 semble donc

que Ia concentration en acide fulvique libre exerce un effet

bénéfique direct sur la croissance de Chlorella pyrenoidosa, Pât

exemple en agissant au niveau merabranaire et en atténuant les

effets de lralurninium inorganigue.

pour  gu ' i l  y  a i t  annulat ion de l te f fe t  de l rAI ,  or  peut

suggérer que Itacide fulvigue contenait quelques cations non

déIétères pour notre algue mais cornpétit i fs avec lraluminium, ou

bien que ltacide fulvique lui-même a un effet bénéfique pour

lta1gue. Rueter et aI. (L987) avaient observé que Ia réponse

toxique due à l tAI sur Scenedesmus était en fait due à des

interactions chimiques indirectes qui résultaient en une activité

en Cu plus élevée conséquemment au déptacement Cu-AH + Àl <---> AI-

ÀH + Cu. On a dosé Câ, Mg et Cu dans les f i l trats à t=4heuresr

pour vérif ier si les concentrations en Câ, Mg et Cu étaient les

mêmes en présence et en absence dracide fulviguei aucune différence

nra été observée. De plus Gensemer (1,991-) a observé dans ses

expériences, que même si l tajout drAI augrmentait lractivité des

ions l ibres AI*3, Fe*3 et Cu*2, Itaetivité des ions l ibres Fe*3 et Cu*z

n 'at te ignai t  pas des n iveaux tox igues-
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11 est connu que ltacide fulvique diminue Ia toxicité de

plusieurs métaux en les complexant et en diminuant ainsi leur

biodisponibi l i té, mais lreffet même de lracide fulvique sur

Irinteraction métal-organisne reste encore obscure et on tentera de

lrexpliquer dans Ie prochain chapitre.

Une façon de discriminer lreffet de Ia matière organique sur

la membrane cellulaire de son effet sur la chimie de I 'aluninium

serait de procéder à une expérience orf les algues seraient incubées

dans un sac à dialyse maintenu ouvert par 1e haut dans un récipiant

contenant de lrA1cv-cvr et de lrÀlcvr. De cette façon, seul lrA1cv-cvr

pourrait entrer en contact avec les cellules puisgue Al"u,. serait

trop gros pour passer à travers le sac. Ainsi, si l t inhibit ion de

croissance était la même en présence ou non drAlcvr on pourraJ-t

avancer que la non toxicité observée auparavant était réellement

due à des interactions acide organique-rnembrane. Par contre, si

avec ces sacs à dialyse la toxicité est inhibée, ce serai-t dû à un

processus chirnique qui se jouerait au niveau des interactions acide

organique et autres cations (cornpétition entre AI*3 et cu*Z pour

1 'ac ide  fu l v igue ,  pâ r  exemp le ) .
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5 .5  Conc lus ion

En conclusion, la contribution de différentes formes

dtaluninium doit être considérée pour améliorer le nodè1e des

interactions métal-organisme. Nous pouvons considérer la

part icipation des différentes formes dtaluminium suivantes au

modèle de toxicité de métaux-organisrnes:

(A1*3-Àl (oH) 2*-e,1 (on1 ?.1

+

Al polymère*z X-cel lu Ia i re

+

A1 - Acide fulvique

Premièrernent, êD absence draluminium polymère et en absence

dra lumin ium organique nature l ,  1e modèIe dr ion l ibre s t -aPPl i {ue en

autant guron prenne en considération la conpétit ion entre H* et À1.

Deuxièmement, lorsgue rraluminium polymère est présent' cette

dernière forme contribue de façon non négligeable à Ia toxicité de
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ltaluminium. Le mécanisrne de toxicité reste par contre à être

élucidé. It en sera guestion dans 1e prochain chapitre.

Troisièmement, en absence de formes potlmères mais en présence

dracides organiques naturels, le modèle drion l ibre ne stapplique

pas de façon adéquate. Il semble que lracide fulvique annule les

effets toxigues de lrAI monomère par une voie autre gue la simple

complexation. Ce phénomène aurait avantage à être élucidé en

vérif iant à la fois les effets des acides fulviques sur la chimie

de 1rA1 mais aussi les actions de lracide fulvique rnême sur la

physiologie des algues (lr intégrité membranaire, par exemple).
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CHAPTTRE 6: BIOACCU}{UIÀTION DE LTALIJMINIITM
PYRENOIDOSA EN REIÀTION AVEC I,E PH

PAR CHI,ORELIÀ

6. l" Introduction

Nous avons observé au chapitre précédent que la toxicité de

I r aluminium due aux formes monomères et pol1mères était supérieure

aux pH plus élevés (pH 6--->4.3). En termes physico-chimiques'

nous avons expligué cette toxicité accrue par une cornpétition moins

intense entre les cations H* et AI (OH) n(3-n)+ pour des sites à Ia

surface cellulaire. Nous tenterons dans le présent chapitre

drexpliguer cette toxicité par des phénomènes dtordre biologique,

crest-à-dire que nous évaluerons si la toxicité de lraluminium peut

être expliguée en partie ou en totalité par sa prise en charge, par

son f lux cel lu1aire, par ses interactions possibles avec les

réserves en phosphore intracellulaire, Pâr son effet sur la

perméabilité mernbranaire et par ses effets indirects sur 1a

div is ion ce l lu la i re .

6.2 Pr ise en charge de l rA l

6.2.L In t roduct ion

Lrobservation drune plus forte toxicité de Iraluminium (pour

une même concentration) à pH faiblement acide (pH 6)

comparativement à des pH plus acides suscite certaines hypothèses
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explicatives. Lrune drentre el les est que ces résultats puissent

être interprétés par une biodisponibilité accrue de Iraluminium

pour Chlorel la pyrenoidosa, crest-à-dire, une biodisponibi l i té gui

impliguerait à la fois une disponibilité chinique de lraluminium,

une disponibi l i té des sites cel lul-aire (plus faci lement

atteignables) et un passage accru de Italuminium à lr intérieur de

la cellules, cê qui résulterait en une bioaccuttulation totale

supérieure draluminium (tableau 6.1) .

Disponibi l i té chimique et biodisponibi l i té

Dans le chapitre précédent, à partir de tests portant sur Ia

toxicité de ltaluminium pour une algue unicel lulaire, oD a observé

gue Ia biodisponibi l i té relative de 1tÀI dirninuait progressivement

entre pH 6.O et  4 .3.  Cet te in f luence du pH sur  Ia  b iod isponib i l i té

de l rÀ1 s 'expr ime selon t ro is  n iveaux ( tab leau 6.1) .  Le premier

concerne Ia disponibi l i té chirnigue de lraluminium, crest-à-dire sa

présence sous différentes formes pouvant atteindre la cellule

(forme ionique, dissoute, labi le) et à des concentrations absolues

et relatives (par rapport à dtautres cations présents en solution)

suff isamment éIevées pour avoir un effet sur }a cel lule alga1e. Le

deuxième se rapporte à la disponibi l i té des sites cel lulaires

pouvant accepter ces cations. Tous les aspects qui touchent à la

compétition cationique, aux variations du potentiel de membrane,

ainsi gu'à la conformation des sites de l iaison (effets

a1lostériques) inf luencent la disponibit i té des sites de surface.
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T a b l e a u  6 . 1 : R e l a t i o n s  e n t r e

bioaccumulat ion.

b i o d i s p o n i b i  1  i t é et

BIODISPONIBILITE BIOACCUMULATION

en solut i -on:

-  Disponib i l i té  ch imique de ÀI
. forme ionique
. concentration
. compétit ion avec autres cations

pour l igands en solution

à  1 r  i n te r face :

-  Disponib i l i té  des s i tes
. compétition
. potèntiel transmembranaire
. conformation des sites

adsorption

absorption

. perméabil ité membranaire

. activité enzYmatique

. protéines

. s i tes intracel lu la i res:
détox ication/ irnnobi 1 i sat ion

Le troisième niveau de d.isponibi l i té se rapporte à Ia rrtraverséerl

de la membrane et à la présence de cibles intracellulaires où la

toxicité de lraluminium pourrait se jouer directement ou

indirectement.
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La disponibi l i té des sites intracellulaires et

intramernbranaires est fonction à la fois de la pernéabilité

mernbranaire, de I I activation ou de 1r inactivation enzlnnatique

(Bryan, LglLr, de ltaccessibi l i té des protéines de transfert (ex.

calmoduline; Siegel et Haug, 1983a et L983b; Suhayda et Haug, L984î

T.Ieis et Haug, Lg87; Roy et a1., L988) et de Ia présence ou non de

vésicules pouvant accumuler lraluminium. Ces dernières peuvent

constituer des sites drexclusion pour la détoxication ou des sites

d'entreposage ou Iraluminium est innobil isé-

Comme nous Itavons observé dans les deux chapitres précédents,

ces trois niveaux de biodisponibilité sont influencés par }e pH de

1a solution. La disponibi l i té chimigue de 1'aluminium en relation

avec le pH est assez bien connue; par contre, sâ biodisponibi l i té,

crest -à-d i re  la  poss ib i t i té  drune pr ise en charge par  une ce l lu le

vivante (bioaccumulation) est assez peu connue. Une façon

drévaluer cette biodisponibi l i té est de pratiquer des expériences

cinét iques,  crest -à-d i re  drévaluer  s i  la  pr ise en charge in t ra

et/ou extra-cellulaire de lrAl peut expliguer Ia toxicité observée

au Chapitre 5. Ce type de mesures renseigne à Ia fois sur le taux

de prise en charge ainsi que sur l tévolution de la courbe de prise

en charge en fonction du ternps, êt dans ce cas-ci en fonction de la

croissance de Chlorel la pvrenoidosa.
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Bioaccumulation

La bioaccumutation de Al par Chlorella pyrenoidosa peut être

évaluée de la même façon guron lra fait  pour le Mn (Chapitre 4.3) '

Parallèlement aux expériences de toxicité, les algues sont

récoltées à t=O, 4 heures, 2 et 4 jours, f i l trées et digérées' Les

solutions résultantes sont alors diluées avec de lreau ultrapure et

les concentrations en AI sont mesurées. Cette technique perrnet

drévaluer la prise en charge totale de 1rÀl par Chlorel la

pvrenoidosa. Pour discriminer entre lrAl cel lulaire et lrAI

adsorbé, on procède à une extraction part iel le avec de ITEDTA'

Cette dernière technigue est basée sur l teff icacité de ITEDTA à

conpétitionner avec les sites présents à Ia surface cellulaire de

façon à lier tout lraluminiurn libre et adsorbé mais non rrincorporérl

par  la  ce l lu le .

Cette méthode, eui permet la dist inction entre lraluminium

adsorbé et Iraluminium (intra) cel lulaire, informe dravantage sur

1es mécanisrnes qui inf luencent Iraccumulation et/ou }a tolérance à

I ta lumin ium, qurune s i rnp le mesure de l tA l  to ta l  associé à la

cellule entière. De plus, une tel le dist inction permet une analyse

de lradsorption et du transport du métal, drou on peut évaluer un

taux (k") de transport du méta1 et une constante dréquilibre (Ker-r)

pour lradsorption de lraluminium sur Ia surface cellulaire'
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La surface cellulaire agit comme barrière chimique et physique

en réglant le transport des éléments traces en empêchant par

exemple I 'atteinte de sites sensibles dans 1a celIule par les ions

méta l l iques (Foster ,  L976;  But1er  et  a I .  1980) .  La grande sur face

cellulaire trouvée chez le phytoplancton (Davis, L978) suggère de

p1us, guê I 'adsorption sur cette surface joue un rô1e important

dans 1a prise en charge des métaux traces par les algues (BaLes et

â 1 . ,  1 9 8 2 ) .

Des expériences prél iminaires ont été effectuées pour

déterrniner le ternps et les concentrations en EDTA nécessaires pour

max im ise r  l t e f f i cac i t é  de  l a  déso rp t i on .  De  p ]us ,  oD  s res t  assu ré

que  1 'e f f i cac i t é  de  I 'EDTA à  déso rbe r  1 rA1  1 ié  à  Ia  su r face

ce l l u la i re  n 'é ta i t  pas  fonc t i on  du  pH (vo i r  annexes  8 .1  e t  8 .2 ) .

6 . 2 . 2  M a t é r i e l  e t  m é t h o d e s

Les b ioessais  ont  é té réa l isés en mi l - ieu synthét i -que déf in i ,

l-es mêmes que ceux décrits dans Ie chapitre précédent-

Des expériences prél iminaires portant sur la prise en charge

de  I ' a lum in ium ( [A1 ] :  1oo  g ,g 'L - l )  pa r  Ch lamydomonas  va r iab i l i s  on t

permis de démontrer  qu 'une densi té  ce l - lu la i re  de B 105

(cel lu les.mL-1)  éta i t  suf  f isante pour  fa i re  d i rn j -nuer  de 6oe"  Ia

quant i té  d 'a lumin ium présent  dans Ia  so lut ion expér i rnenta le dès les
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premières minutes d.e contact avec les algues. Afin dréviter de

te1les pertes de 1rA1 de Ia solution (condit ions drexposit ion à

ItAl trop variables), nous avons travaillé avec des concentrations

dralgues < lo5 cellules.ml,- l .  De plus, les précautions nécessaires

ont été prises afin de faire pousser les algrues dans des bouteilles

de plastic (TeflonR) puisque lrapport draluminium par le verre ne

semblait pas négligeable. Par exemple, des algues ayant poussé

initialernent dans des contenants en verre nront pas dénontré de

prise en charge significative draluminium lorsque par Ia suite

el les étaient mises en présence de 1-OO Pg'L-l draluminium (R.

Schenck: comrnunication personnelte).

Les algues sont rnises à pousser dans un milieu AAP, dans une

bouteille de TeflonR de 2 litres sous luurinosité constante. L€

rnifieu contenant 1es algues est aéré et agité. Les eellules sont

récoltées tôt pendant 1a phase exponentielle de croissance

(réserves intracellulaires en éIéments nutri t i fs suff isamment

éIevées pour permettre une croissance soutenue dans Ie railieu

'contenant lraluminium, qui ne peut contenir ni de phosphate ni de

si l icate), centri fugées et lavées trois fois avec un ni l ieu

synthétique défini de même force ionique que le milieu AAP.

Ltaluminium est ajouté au mil ieu drexposit ion 24 heures avant

ltajout des algues afin de permettre un équil ibre entre les

différentes formes dr aluminium.
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Ltapproche méthodologique est décrite au Chapitre 2 et est

schématisée à la f igure 2.2. Des sous-échanti l lons (50-LOO mL) de

cellules en suspension sont récoltés à tenps sélectionnés après Ie

début de lrexpérience et f i l trés sous faible pression (<L00 nn Hg)

sur filtre O.4 pm Nuclepore. Àux mêmes temps sélectionnés, la

densité cel lulaire est rnesurée à l taide drun compteur à part icules

(Coulter Counter) calibré pour connaitre la surface totale des

cellules présentes dans le mil ieu. Àinsi, Iorsque lron détermine

la concentration de métal total pris en charge par lralgue, on peut

Itexprimer en ;rmole.m'2 de surface d'algue. En paral lèIe' on ajoute

de ITEDTA (3- rnu: concentration optimale d'EDTA pour désorber 1rÀl

I ié  à Ia  sur face de 1a ce l lu le ,  se lon Pet tersson et  â1. ,  L986)  et

CaCl, (e . tO-1 t ' t :  pour Ie maintien de Ia force ionique) à une autre

série dréchanti l lons de la suspension cellulaire pris aux mêmes

temps. Àprès 20 minutes de contact avec ITEDTA' Ies sous-

échantillons sont filtrés. Cette mesure donne la concentration de

métal cel lulaire (plmo1e.m-2) soit la concentration de métal non-

extractible à IIEDTA. La concentration du métal extractible ou

associé à la surface cellulaire est calculée par la différence

entre Ia concentration totale et la concentration cellulaire en

méta l .

6 .2.3 Résul ta ts  et  d iscuss ion

La prise en charge de ltaluminiurn inorganique monomère et

polyrnère a été mesurée à plusieurs pH. Les résultats de

bioaccumulation totale, cel lulaire et par adsorption après 4 jours
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drincubation apparaissent au tableau 6.2. La raison pour laquelle

on illustre la prise en charge après 4 jours est qurelle était

guelguefois très faible, voire sous la liurite de détection, après

seulement 4 heures drincubation, surtout aux faibles concentrations

en 41.o.", dans les rni l ieux drincubation et aux bas pH. f l  stagit de

moyennes de trois essais en parallèle (à partir de trois bouteilles

différentes) .

Ces mêmes résultats, pour ce qui est de la prise en charge

totale, sont représentés à Ia f igure 6.1- avec les écart type à Ia

moyenne, pour chacun des pH testés. Les coefficients de

corrélation ont été catculés pour chacun des pH.

Notons que les concentrations nominales en AI sont les

concentrations en AI total, crest-à-dire gui comprennent à la fois

À1 monomère et  A1 polymère dans cer ta ins cas (pH 4.8,  5-2,  5 .5 et

6.0). Dans tous les cas, la bioaccurnulation totale semble assez

linéaire avec Ia concentration totale en aluminiurn en solution, et

dans aucun cas on atteint une saturation évidente. Notons de plus

gue la plus faible corrélation observée à pH 4.3 entre Ia prise en

charge totale et Ia concentration en A1 dans te mil ieu est peut-

être due en part ie aux très faibles concentrations dtAl mesurées à

ce pH chez les algues.

3 3 3



T a b l e a u  6 . 2 : Bioaccunulation de 1rÀ1 par Chlorella nvrenoidosa
après 4 jours de contact avec une solution contenant
de Iraluminium dissous à différents pH. (tAlltotal=
bioaccumulation totale de 1rA1; [41]ce1l.= aluminiurn
non extract ib le à I rEDTÀ; [Al ]ads. :  [À1]total- tA1l
ce11.; t : pourcentage dtAl adsorbéi *= inhibit ion
de croissance significative par rapport au ténoin;
ND:  [À1]  <o)  .

Bioaccurutation de At par Chlorelta nrenoidosa après 4 jours de contact

$llrT,"otutt-

0t l  to t . t  6 t l  poty.

tAtt dans tes atgr,res (rrrc('n-2)

0t l to t " t  6 t lce l tuta i re Btl"d"o.bé
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après 4 jours de contact avec différentes
càncentratiàns totales en aluminium comprenant des

formes monomères uniquement  (pH 4-3,  4 .6r .  Les
coeff icients de corrélation ont été calculés pour
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6 .2 .3 .  l -  A l  monomère

Résultats

La bioaccumulation totale de 1rA1 mononère par Chlorella

pyrenoidosa en relation avec Ie pH est présentée à Ia f igure 6.2.

On observe, tout conme crétait Ie cas pour la toxicité, ÇSle la

bioaccumulation de A1""-"r. est supérieure aux pH plus élevés. De

même, pour les pH où la bioaccumulation a été mesurée pour plus de

deux concentrat ions en AI"u-" r .  (pH 4.3,  4 .6,  5 .O et  5 .5)  la  pr ise en

charge est corrélée linéairement avec Al"u-",,r. disponible dans le

uri l ieu. Freda et McDonald ( l-990) ont aussi observé de façon très

évidente que }a prise en charge de lrÀ1 par des têtards de

grenouilles de trois semaines augfrnentait avec le pH et Ia

concentration en À1 dans Ie mil ieu.

Les résultats de 1tévolution temporelle de Ia prise en charge

totale, cel lulaire et adsorbé pour [41""-.rr] maxirnale testée pour

chacun des pH apparaissent à Ia f igure 6.3. On se doit de

remarquer Ia faible proport ion de IrAl adsorbé par rapport à 1rÀI

cellulaire ou non extractible à I 'EDTA; rnême si cette proport ion

varie entre 5 et 90? après 4 jours drincubation selon le pH

expér imenta l  ( tab leau 6.2r ,  la  moyenne est  drenvi ron 33 Z.  Pour

les pH 5.0 et  5 .5,  1es courbes de pr ise en charge de l ta lumin ium

pour [A1",r_"u.] ayant un effet signif icati f  sur la croissance de

Chlorella pyrenoidosa sont superposées aux courbes de prise en
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charge de ltaluminium pour une lÀIcv-cvr] qui ne provoguait pas

diminution de croissance signif icative par rapport au témoin'

Discussion

. facteurs à considérer

On se doit de considérer plusieurs facteurs lorsguron évalue

Ia cinétique de prise en charge de ltaluminium par du rnatériel

vj-vant (Chlorel la pvrenoidosa). Puisquron étudie des algues dont

Ia croissance varie de façon exponentiel le avec le temps, Iâ façon

drexprimer la prise en charge peut être erronnée. Normalement'

pour un nombre ccnstant de cellules, on devrait obtenir ce tlpe de

courbe:

0)
f

o

Cependant, tel que démontré

la tox ic i té  de l ra lumin ium,

constante et varie avec Ie

temps (j)

dans le chapitre

la concentration

temps:

précédent, à caus.: de

en  ce l l u les  n res t  Pas

Al  odsorbd

A l  ce l l u lo i re
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Àinsi, les caractérist iques physico-chiurlques de la cel lule qui est

mise en contact avec ltÀl varient avec Ie temps. De plus, 1â

superficie algale peut aussi varier dans le temps et en fonction de

la toxicité de 1rÀl et agir sur I 'estimation de Ia prise en charg:e

de I IAI  par  un i té  de sur face-
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De plus, i l  ne faut pas oublier que même si le protocole

expérimental a été conçu afin de prévenir l texcrétion de la matière

organique par 1es algues, ceci peut quand rnême survenir avec le

temps et ainsi jouer sur la spéciation de Italuminium en cornplexant

I !A1 monornère inorganique. Cependant, Ies résultats en Àl"u-"ur-

rnesurés à Ia f in d.e I 'expérimentation n I ont pas montré de

d ispa r i t i on  s ign i f i ca t i ve  de  I rA l cv -cv r  ( vo i r  Chap i t re  5 ) .  I 1  s ren

pour [Rt]

pour latl >l c:rg

po:r [at] {( cl3g
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suit que s,i l y a formation de tels complexes ÀI-matière organique

dissous, i ls doivent.être labiles et plus faibles gue le complexe

Al-pyrocatéchol violet.

.  ext ract ion à I |EDTA

II  faut  soul igner  que I rext ract ion dtAl  sur  la  ce l lu le  srest

avérée assez diff ici te et on a obtenu quelquefois des résultats

d i f f ic i lernent  in terprétables (ex:  AI  ce l lu la i re  > AI  to ta1,  PH 4 '8 '

pH  5 .2 ,  f i gu re  6 .3 ) .  En  e f fe t ,  i l  semb le  que  l es  l i ens  en t re

I 'aluminium et la surface cellulaire soient très forts et que

l ract ion de I 'EDTA ne so i t  pas auss i  e f f icace que prévu '  Pour

d rau t res  mé taux  (Zn ,  Mn)  (Ba tes  e t  â I . ,  l ' 983 ;  Schenck  e t  ê1 ' ,

l - 988  )  ,  I ' adso rP t ion était supérieure à I I accumulation

intracellulaire dans les prernières heures dtincubation. Dans notre

cas, i I  senble que lraluminium soit capté très fortement à Ia

sur face ce l lu la i re  ou incorporé dans la  ce l lu le

presqur instantannément-cette dernière explication est peu
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plausible. Des résultats similaires ont été obtenus avec des

alev ins vés icu lés (Parent  e t  a I . ,  L988) .  De p lus,  des résul ta ts

drextraction de IrAI par EDTA sur des branchies de saumon ont aussi

montré une concentration en À1 extractible très faible, suggérant

que la plus grande part ie de IIAI était incorporée dans les

cellules. Cependant, UD examen ultérieur de ces branchies au

rnicroscope électronique a dévoilé gue lraluminiun était bel et bien

associé aux membranes cellulaires (Yves Roy, Ecorecherche Ltée,

Montréal: communication personelle, l-990). 11 semble en effet gue

Ia l iaison entre ItAl et certains groupements présents à Ia surface

cellulaire soit très forte et diff ici lement défaisable. Cependant,

i t  reste que Itextraction à IrEDTÀ peut nous instruire

guali tat ivement de la capacité de l iaison des surfaces cellulaires

pour Al à différents PH.

selon les équil ibres thermodynarniques (MINEQL), on a calculé

antérieurement à ces expériences que la concentration de o.l- nl'I

drEDTÀ devait être adéquate pour lier tout A1 adsorbé sur l-es

cel lu les et  l ibre dans Ie  mi l ieu.  Que I te f fe t  complexant  de I rEDTA

ne semble pas aussi eff icace que prévu pour cette expérience est

peut-être dû à ce que }e modèIe ne tient pas compte des sites de

Iiaison (carboxyles entre autres) présents sur Ia surface

cellulaire. signalons que des expériences subséquentes avec une

solution plus concentrée en EDTA ( l-O-3 M) ne s I avéraient pas plus

ef f icaces;  l t inef f icac i té  apparente de l rext ract ion avec ITEDTA ne

semble donc pas être Ie résultat drune concentration trop faible de

I tagent  complexant .
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Des études similaires sur les effets physiologiques de IrAl

sur une algue bleu-verte, Anabaena cvlindrica, ont aussi démontré

que lraluminium était rapidement incorporé dans les cellules et

accumulé dans les vésicules de pollphosphates. Lraluminium était

aussi obserrré dans les membranes cellulaires mais ntétait pas

détecté dans le cytoplasme (Pettersson et âI.,  L985b). Selon ces

auteurs, Çtui travaillaient avec de très fortes concentrations en AI

et  en p ( tÀ l1:19Oplr [ ;  tP] : l -8oÊrM),  l raccumulat ion de l ra lumin ium dans

ces structures peut agir cornme mécanisme de détoxication. De plus,

ces auteurs ont démontré que le traiternent à lraluminium drune

durée de 24 heures ne causait aucun changement significatif dans Ia

composition élérnentale des granules de polyphosphates et des murs

cellulaires. Mentionnons cependant que Ia paroi/nembrane dtune

algue bleue verte nrest pas la même gue cel1e drune algue verte et

que les observations de Pettersson et al. ( l-985b) ne srappliquent

peut-être pas dans notre cas.

Bioaccumulation de I 'aluminium monomère inorganicrue

Lrobservation quali tat ive des courbes de prise en charge à

pH 4 .8 ,5 .0  e t  5 .5  l a i sse  à  pense r  ç Iue  Ia  p ropo r t i on  mesurée

draluminium cellulaire pourrait être rel iée avec la toxicité

observée. En effet, dans ces trois casr on observe que dans les

mil ieux ou la croi-ssance de Chlorel la pyrenoidosa nrétait pas (ou

peu) affectée signif icativement, I  taluminium intracellulaire était

faible par rapport aux mil ieux ou iI  y avait un effet signif icati f .
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Ainsi, 1â toxicité pourrait être expliquée indirectement par

I ' incorporat i -on de I 'a lumin ium dans la  ce l lu le  a lga le à moins que

lraccumulation intracell-ulaire de 1tAl soit dû à un déséquil ibre

rnembranaire init ial qui laisserait l tAl entrer dans Ia cel lule.

Dans ce dernier cas, l 'aluminium pénètre dans la cel lule conme

conséquence de la toxicité et non pas conme une cause-

Exemple:

% de croissance Quota  ce t tu ta i re  moyen drAt
après  4  jours  d ' incubat ion

4 . 8

5 . O

5 . 5

4 0 0
2 0 0

1 5 0
1 o o

3 5
2 5

7 T
8 0

5 5
8 6

7 8
8 7

*
*

*

4 7  . 5 0
4 . 7 6

1 9 . 6 0
1 3 . 0 0

6 . 6 0
6 - 4 7

o ù : k : inh ib i t ion de cro issance s ign i f icat ive par  rappor t  au

Eemo]-n.

Ind i rectement ,  on peut  supposer  que les ce l lu les a lga les qui

n 'on t  pas  sub i t  d re f fe t s  s ign i f i ca t i f s  de  1 'A I ,  son t  des  ce l l u les

re lat ivement  sa ines qui  se d iv isent  e t  qu i  ont  a ins i  une p lus

g rande  capac i té  d 'adso rp t i on  (Ba tes  e t  â I . ,  1983 )  e t  de  ba r r i è re

empêchant  de cet te  façon I ' incorporat ion in t racel lu la i re  de l rA l - .

Si on ne considère que les ni l ieux contenant uniquement de

l f  A lcv-cvr  ( tab leau 6.2)  ,  on observe,  pour  une pér iode de 4 jours,
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une augmentation de lraluminium désorbable en fonction de la

concentration en Àl"n-.u. dans le milieu et ce pour des

concentrations en Al qui nraffectent pas significativement la

croissance de Chlorella pyrenoidosa. Cependant, lorsquron examine

lradsorption de lrAI après seulement 4 heures de contact, oD ne

peut discerner un tel résultat sauf à pH 5.O. Peut-être est-ce dû

aux faibles concentrations en A1 adsorbé aux pH < 5.O?

pH 4 . 3
IAr"u-"u. ]

( p g ' r , - 1 )

4 . 6

I Al"a"oroe ] [ Alcv-cvr ]

( p m o l ' m - 2 )  ( p q ' r , - 1 )

5 . O

IAl"aro.u"] [Al"r,-"u.] [Al"a"oru6]

(p rno l ' * -2 )  ( t rg 'L -1)  (pnro l 'n -2 )

o
2 5
5 0

L o 0
1 5 0

o
o  . 4 4
0 . 7 0
o . 2 4
0 . 3 4

o
L50
2 0 0
4 0 0

o
l - . 9
1 . 3
L . o

o
2 5
5 0

100
l_50

o
2 . O
2 . 6
3 . 2

Ll_.  o

Puisque l taccumulat ion de 1rA1 cel lu la i re  se déroule

normalement à plus long terme, nous pouvons vérif ier l teffet des

concentrations en AI"u-"". Sur Ia concentration en À1 cellulaire

après 4 jours de contact  ( tab leau 6.2) .  Pour  les pH et  les

[A1""_"rr] ou i I  nry avait pas dreffet signif icati f  sur Ia croissance

de Chlorella pvrenoidosa on observe effectivement un effet de gamme

dû à la [Àl"u_"u.], crest-à-dire que lraccumu]ation intracellulaire

augimente avec 1a concentration en Al"u-"u. dans Ie urilieu sauf encore

une fo is  au pH 4.3 o i r  les [A l " " t t r t " i re ]  sont  t rès fa ib ]es '
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. Effet du pH sur la concentration en A1 adsorbé et cellulaire

Àfin de vérifier si le pH avait un effet à la fois sur

lradsorption et sur lraccumulation intracellulaire drAl '  nous avons

comparé les valeurs obtenues drAladsorbé et drAlce..utairu Poûr une même

[41"r-"u"] nrayant pas dreffet signif icati f  sur la croissance de

Chlorel la pyrenoidosa (sauf *1 selon les différents pH testés.

pH t:4 heures
[ ÀI"a"o.oe ]

(pno l ' n -2 )

25  t t g -  L -1  4  .3  o  .44
Ar " r r - "u .  5 ' o  0 '65

5 . 5  7 . 4 7

l -oO pg 'L -1
A1"',r-"r.

t=4 jours
IAl"ut rrt" i""]

(prnol ' r -2)

0 . 4 6
4 .  3 0
8 . 9 3

o . 4 8
4 . 5 0
2 2 . 3 0
4 6 . 4

4 . 3
4 . 6
5 . O
5 . 2 t

o . 2 4
2 . 2 5
2 . 6 7
t - . 2 6

Comme on lron avait observé avec le Mn (Chapitre 4) '

Itadsorption de lraluminium semble augrmenter en fonction du pH-

puisgue lrestimation de 1'aluminium adsorbé est fonction des

concentrations en aluminium mesurées avant et après extraction, et

considérant la diff iculté des mesures de 1rAI, i I  se peut que des

variations é1evées camoufflent un peu cette tendance. De plus,

pour ce gui est de l rAladsor* Ies estimations ont été réa1isées après

4 heures de contact et les [Alra"o"ue ] mesurées sont assez faibles.

Ltévolution de la croissance de Chlorel la pyrenoidosa aurait pu

amener auss i  un b ia is  dans I révaluat ion de 1rA1 adsorbé.
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.  Évolution temr:orel le

Si on compare les proport ions relatives de Iraluninium adsorbé

et de ltaluminiurn eellulaire après 4 heures (4 h) de contact et '

après 4 jours de contact  (4  j ) ,  i l  semble qulen généra l  }e

pourcentage draluminium extractible à I|EDTA augTmente avec Ie

temps; Ia surface cellulaire devient-el le moins adsorbante, donc

moins compétitr ice avec EDTA? f l  ne faut pas oublier qurà

l rexcep t i on  du  pH 5 .2 ,  I a  c ro i ssance  des  a lgues  n té ta i t  pas

af fectée signif icativement à la concentration d. I alurninium (AI"r-.r"=

1 o o  , r g ' L - l )

Notons que dans presque tous les cas où i1 y a un effet de

l rAl  t rès s ign i f icat i f  sur  la  cro issance,  les concentrat ions en

aluminium total, cel lulaire ou adsorbé (toutes exprimées en plmol'rn'z

de surface algale) diminuent entre E= 4 h et t  :  4 j .  Ce phénomène

a déjà été observé par  Bates et  a l .  (1983)  pour  le  z inc.  Ces

IA]  I  "or .
p H  ( p g '  L - ' )

[ 4 1 ]  t o t .
(prmoI 'u t - " )

4h
lii]rlu '1n*n
4h

z
4 j

[À1]  ua"-
(pmo l ' rn

4 h

z z- 2 )  
4 h  4 )

4 . 3  1 5 0
4 . 6  4 0 0
4 . 8  4 0 0
5 .  O  1 5 0
5 . 2  1 0 0
5 . 5  3 5
6 . 0  I

o . 8
3

105
4 3
5 0

8 . 2
3 1

0 . 6  6 9  5 9
2 - O  6 7  3 0
1 0 0  9 5  7 4
3 2  7 4  6 3
5 0  1 0 0  7 L

7 . 6  9 3  4 6
2 4  7 7  1 0

o . 3 5  4 4  4 L
1 .  O O  3 3  7 0
5  5 L 2
1 1  2 6  3 7
o  o 2 9
6  7  5 3
7 2 3 7
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auteurs, Çlui travaillaient aussi avec une algue verte

unicellulaire, ont observé que les concentrations en zinc

extractible à ITEDTA et Ie flux de zinc à travers la nernbrane

cellulaire diminuaient tous deux à mesure que la culture dralgues

viei l l issait.  Ces auteurs ont aussi montré, à part ir drincubations

de courtes durées dralgiues dans des solutions contenant du Zn' çtue

Ia capacité des cellules à accumuler d;; métaux à différentes

étapes de leur cycle de croissance dininuait à mesure que les

cultures dralgues viei l l issai-ent. Les constantes de taux de

transport du zinc diminuaient Iégèrement avec 1tâge de Ia culture.

Le nombre de sites de fixation par unité de surface des cellules

diminuait de façon rnarquée avec 1râge de la culture, conme crétait

Ie cas pour les valeurs obtenues pour le zinc adsorbé.

Les groupernents fonctionnels différents, présents à la

surface cellulaire et ayant des caractérist iques de I iaison

différentes (Crist et â1., 1981-), peuvent varier en importance

selon ltétape de la croissance. Les groupements fonctionnels

peuvent changer conséquemrnent à la variation de la composition

chimique de la cel lule lors des différents stages du cycle de

croissance. Ainsi, Lukiewi-cz et Korohoda (l-965) ont montré que Ia

migration électrophorètique de Chlorella variait durant sa

croissance; Ies cel lules en pleine croissance rnontraient une forte

densité de charges négatives à 1a surface cellu1aire, alors que la

densité des charges négatives dirninuait avec une diminution du taux
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de croissance. Ces changements de Ia densité des charges étaient

attribués aux altérations des protéines et des polysaccharides

constituant }a membrane cellulaire, au cours de Ia croissance de

Chlore l la .

Une telle diminution de la densité des charges négatives avec

Ie vieillissement de la culture en batch indigue gue Ia surface de

la membrane est modifiée d.urant Ia croissance: la diminution de

Iradsorpt ion dra lumin iurn à Ia  sur face cet lu la i re  ( f igure 6.3)  est

peut-être reliée à ce type de changement de structure.

Ltexcrétion de matière organique dans le rni l ieu de culture

durant différents stages de croissance peut aussi jouer un rôle

dans l tévolut ion temporel le  des va leurs drAl to tat ,  d 'A lcer tuta i r "  " t

d f  A ladsorbé (McKnight  e t  .More l ,  Lg79;  But ler  e t  a l . ,  l -98O; Laube et

â1. ,  1980) ,  tout  conme une per te de métaux des ce l lu les durant  Ia

phase stat ionnai re (Hayward,  Lg6g;  Davies,  L973;  Skaar  et  a I '  t974;

cossa ,  L976;  schulZ-Baldes et  Lewin,  L976;  But ler  e t  a l '  l -980;

Laube et al. l-980). Drune autre façon, Ies changements de la

composition chimique de 1a population du phytoplancton durant son

cycle de croissance en culture en lot (Healey 1L973) peu'rent

inf luencer Ie degré draccumulation des rnétaux traces (Davies L973'

skaar et âI.,  L974) . Les métaux traces par eux mêmes peuvent
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affecter la composition chimique des cellules algales à tout temps

durant le cycle de croissance en interférant directement ou

indirectement avec la prise de nutriments (Rana et Kumar, L974î

Cloutier-Mantha et Harrison, l-980; Rueter et Morel, l-981; Rueter'

L983)  ou 1e métabol isme (Conway,  L978, .
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6 . 2 . 3 . 2  À I  P o l y n è r e

La bioaccumulation totale de lrAI pol1anère après quatre jours

drexposit ion est exprinée à la f igure 6.4 (moyenne de trois essais

en paral lèle). Encore une fois la prise en charge de Al par

Chlorella pvrenoidosa augnente avec le pH. Notons que les

résultats présentés sur cette figure correspondent à la

bioaccumulation attribuable à lraluminiun po11nnère; pour chacun

des pH testés la bioaccurnulation dtaluminium à part ir de

1r aluminium monomère (41"u_"u") a été soustraite de Ia valeur de la

bioaccumulation totale.

Les courbes de prise en charge de lraluminium polynère sont

présentées à 1a figure 6.5 pour La concentration en Al polymère

maximale testée. Notons qurà ces concentrations, Ir inhibit ion de

croissance de Chlorel la pvrenoidosa était très élevée. Comme

ctéta i t  1e cas avec l ra lumin ium monomère,  la  por t ion dra lumin ium

adsorbé ou extractible à ITEDTA est généralement mineure par

rappor t  à  1 'a lumin ium cel lu la i re .  S i  on retourne au tab leau 6.2,

et quron compare les quantités dtaluminium extractible à I|EDTA

pour les concentrations en Al polynère testées, oD observe que

lrestimation de la quantité drAl adsorbé nraugrmente pas en fonction

de 1 tÀl polymère dans le mil ieu. on peut penser ici,  soit que

ltAl-pol1rrnère ne stassocie pas ou peu à la surface des algues (ce

qui semble peu probable), soit çIue lrAl polymère sry associe mais

que lrextraction à ITEDTA sravère ineff icace parce que les l iens

Alrr-cel lu1e sont trop forts.
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Figure 6.4: Bioaccumulation totale drAl pol1mère par Chlorel la
pvrenoidosa après 4 jours de contact. (Moyennes pour
chacune des concentrations nominales en Alpotyr,*"e pour
d i f férents  PH).
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pH 4.8 (500 pcA'L-  1 at  PotYmeà)
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6 . 2 . 3 . 3  A 1  o r g a n i q u e

La prise en charge draluminium en milieu organigue est

présentée à 1a f igure 6.6î pour f in de cornparaison' Ia prise en

chargre en milieu inorganique (avec Ia rnême concentration nominale

en Al-monomère inorgranique) y est aussi illustrée. Lradsorption de

ItAI est similaire dans les deux types de mil ieux mais la

bioaccurnulation totale et la bioaccurnulation cellulaire de ItÀI

sont sensiblement plus éIevées dans Ie milieu inorganigue après

quatre jours drincubation. La cinétique draccumulation sravère

elle aussi différente: la bioaccurnulation totale et cel lulaire est

supérieure dans le milieu organique après 4 heures drincubation

mais atteint une saturation jusqurà Ia f in des expériences, alors

ÇJue dans le milieu inorganiÇlùe, ces deux valeurs continuent à

augmenter et éventuellement dépassent les concentrations finales

mesurées dans le mil ieu organique.

Cette expérience a été reprise une deuxième fois et 1es

résul ta ts  appara issent  à  Ia  f igure 6.7.  Cet te fo is-c i ,  on a

représenté séparement la prise en charge totale, cellulaire et par

adsorption pour les deux ni l ieux. La cinétique mesurée srest

avérée sernblable soit une prise en charqe totale et cellulaire plus

éIevée après 4 heures de contact dans Ie nilieu organique que dans

celui contenant uniguement de ItAI inorganique mais un renversement

de la situation survient après 72 heures (3 jours). Rappelons ici
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que la croissance de Chlore1la pyrenoidosa était diminuée

significativement dans le nilieu inorganigue (<2521 par rapport à

la culture témoin alors qurelle ne différait pas du témoin dans Ie

mi l ieu organique (20 ng 'L- l  drac ide fu lv ique)  ( f igures 5.L4 et  5 'L5

du Chapi t re  5:  B vs D) .

Suhayda et Haug (L984) ont démontré qurun chélateur fort tel

çIue le citrate pouvait prévenir la l iaison de lraluminium à Ia

calrnoduline lorsque Ie citrate était présent dans la solution avant

gu, i l  y  a i t  l ia ison entre l ra lumin ium et  la  proté ine,  e t  gut i l

était en excès par rapport aux ions draluminium. Par contre une

fois que ltaluminium est complexé avec Ia calmoduline, lreff icacité

du citrate nrest que part iel le dans la restauration de la

calmoduline à sa structure init iale. Selon }es mêmes auteurs, à

des concentrations micromolaires, 1e citrate formerait probablement

des chélates mononucléaires avec ltaluminium. La constante de

stabil i té pour le chélate mononucléaire citrate-aluminium est drà

peu près 1O8 M-1, ce qui est un ordre de grandeur plus élevé gue

ce qui est mesuré pour Ie premier ion draluminium l ié à la

calmoduline. Les raisons apportées pour expliquer lr incapacité du

citrate de restaurer complètement Ia calmoduline sont que: (a)

après la l iaison avec les ions drAl, Iâ calmoduline subit un

changement de structure faisant en sorte gue certains ions liés à

la protéine deviennent inaceessibles à Ia chéIation du citrate; (b)

Ia l iaison de I 'aluminium change 1réquil ibre entre les
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conformations hélicales de la calmoduline à cause du bris induit

par le méta1 des liens hydrogènes intramoléculaires préexistants.

Freda et aI. (L99O) ont étudié le rôIe de la complexation

organique sur la toxicité de lraluminium pour deux amphibiens: Rana

pipiens et Bufo americanus: Dans des tests de toxicité inptiquant

des acides humigues et fulvigues purif iés, Freda et al. (1990) ont

observé que ces composés par eux rnêmes ne pouvaient pas être des

agents toxiques dans lreau drétang à teneur élevée en carbone

organigue dissous. Ces auteurs ont montré que les composés

organiques se liaient aux membranes embryonnaires. De telles

molécules organiques peuvent conpétitionner avec les sites de

liaison pour IrÀ1 ou inf luencer }a perméabil i té de la membranaire

vitelline. Tout conme nous, ces auteurs considèrent gue Ia prise

en charge draluminium en mil ieu organique ne sravère pas un bon

indicateur  de la  tox ic i té .  Par  a i l leurs,  Winner  et  Gauss (1986)

ntont pas non plus observé de corrélation posit ive entre la

bioaccumulation par daphnie et la toxicité du Cu, du Cd et du Zn en

présence dtacide hurnique. Selon nos résultats présentés au

Chapitre 5, si la toxicité était fonction de Ia prise en charge on

aurait dri obtenir une plus forte prise en charge dans Ie rnilieu

inorganique gue dans lrautre mil ieu ce qui nrest le cas quraprès 2-

3  j ou rs .

II  est diff ici le de concevoir 1e mécanisme de toxicité ou de

détoxication dû à l taluminium organique. En effet, selon les
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courbes de croissance présentées à la f igure 5.] �2, à aucun moment,

nra-t-on observé dteffet négatif  de IrAl-organique sur la

croissance de Chl-orella pvrenoidosa. Au contraire, la population

dralgue croissait cornme si le rnilieu était libre de tout aluminium.

pourtant les mesures de Ia prise en charge rnontrent gue trÀI était

effectivement disponible dans le nilieu en questioni en effet' la

cinétigue draccumulation sravère différente dans les deux mil ieux

mais les quantités totales accumulées après 1 j drexposition (avant

que 1a croissance dralgues dans Ie mil ieu organique ne commence à

se différencier de celle dans Ie mil ieu inorganique - voir f igure

5.1-3)  sont  assez semblables ( f igures 6.7) .  Nos résul ta ts  suggèrent

donc que Ia matière organique agit par un autre mécanisme sur Ie

maintien du métabolisme et de Ia division cellulaire de Chlorel la

pvrenoidosa. Les prochaines parties de ce chapitre nous

éclaireront sur ces mécanisrnes.
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6 .2 .4 .L  Mesure  du  f l ux  ce l l u la i re

Les bases biochiniques expliquant les interactions métaux-

organismes sont assez complexes dues à une grande variété de

réactions pouvant survenir aux niveaux moléculaire et cellulaire.

Les espèces chirnigues spécifiques pouvant être responsables des

divers effets toxiques, ou étant impliquées dans la prise en

charge, sont généralernent les formes chiniques les plus actives, ce

qui 1es rend alors plus diff ici les à identif ier et à quantif ier

(Folsom et  â1. ,  L986) .  Af in  de vér i f ier  quel le  éta i t  la

part icipation de la forme ionique l ibre draluminium (A1'3) à sa

prise en charge par une algue unicellulaire, nous avons mesuré le

f lux rnétaIl ique dans une cellule (6tAll  cel lulaire après 4 heures

drincubation) selon la rnéthode décrite au Chapitre 4 pour le

manganèse (tableau 6.3). De mêrne, oD a ca1culé le f lux maximal de

l 'At, F*" (41*3) à travers la couche de diffusion' Le rayon de

Chlorel la pyrenoidosa est de 6 ;rmr sa surface spécif igue ( trr ')

équivaut à 4.52' l-0-10 Ir '  ,  et le coef f icient de dif fusion

moIécu la i re  de  l rA l *3  es t  d renv i ron  5 .59 'LO-6  cm ' . s -1  à  25 "C  (L i  e t

Gregory, Lg74). La couche de diffusion est évaluée à l-o pm

dfépaisseur (Whitf ield et Turner, LgTg) et la concentration en AI

à la surface est considérée conme nulle (c":o). cette option

maximise Ie f lux de diffusion calculé à la cel lule-
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T a b l e a u  6 . 3 : Mesure du flux cellulaire de A1*3 pour
Chlorella pyrenoidosa e^! calcul du flux
théorigue naximal Pour Al-".

fÀ l1 en so lut ion (u,q 'L- ' )

pH I Ar ] ""-"t. IA1*3] lA l*3I  -
( rno l '  m- ' )

f luxtt éori.u,. -) f ]rfx*.u.c-" (nô l l - 'm- ' '  
sec- ' )

4 . 3

4 . 6

4 . 4

5 . O

5 . 2

5 . 5

0 0
2 5
5 0

1_OO
L50

o
r_o0
1_50
200
4 0 0

o
200
4 0 0

o
2 5
5 0

l -00
L 5 0

o
1 0 0

o
2 0
4 0
7 9

r_l_9

o
6 6
9 9

l_65
3 3 1

o
l -o8
215

o
1_O
2 0
3 9
5 9

o
2 L

o
0 . 8
1 - .  6
2 . 4
3 . 2
3 . 5

o
o

o
8

1-5
2 5
3 0
3 5

0
7 . 3 3 .  1 0 - 8
L . 4 7 .  l - O - 3
2 . g 4 -  t - o - 3
4 . 4 L .  l - O - 3

o
2  . 4 5 .  1 0 - 3
3  .  68 -  1o -3
6 .  L3 .  l - o -3
L . 2 3 .  1 - O - 2

o
3 . 9 8 '  1 0 - 3
7  . 9 6 -  1 0 - 5

o
3  .  6 3 .  t - O - 1
7  . 2 6 -  1 0 - 4
t - . 4 5 -  l - o - 3
2  .  L 7 .  l - 0 - 3

0
7  . 7 8 .  l - O - 4

o
2 . 9 6 -  l - O - 5
5 . 9 2 .  L o - 5
7  .  8 0 -  L 0 - 5
t - .  84  .  L0-4
1  .  l - t - -  1o-4

o
2 . 9 6 .  l - 0 - 6

o
7 . 2 9 . L o - 8
1 .  46-  l -0 -7
2 . 9 2 .  t - O - 7
4 .  3 8 -  l - O - 7

o
2 . 4 4 '  l - O - 7
3  . 6 6 .  l - O - 7
6 .  t - 0 .  L o - 7
L . 2 2 .  1 , 0 - 6

o
3 . g 6 '  l - o - 7
7  . 9 2 .  1 0 - 7

o
3 . 6 1 -  L O - 8
7  . 2 2 '  1 0 - 8
L . 4 4 -  1 0 - 7
2 . L 6 .  l - O - 7

o ,
7  . 7 4 .  1 0 - 8

o
2 . 9 2 .  1 0 - e
5 . 8 4 .  L O - e
8  . 7  6 .  l - O - e
l - .  0 7 .  L o - 8
t . L t . 1 0 - 8

o
2 . g 4 .  1 0 - 1 0

o
t - .  5 0 .  1 o ' 1 1
3 .  l -9 .  t -o-11
6  .  3 0 .  L o - 1 1
4 . t 6 .  l - o - 1 1

o
L . 4 5 -  L O - 1 0
l - . 3 9 . 1 0 - 1 0
2  . 6 4 .  L O - 1 0
5 . 0 7 .  l - O - 1 0

o
1 .  04 -  t -O-e
6 . g 4 .  1 0 - e

o
L . 2 8 .  l - O - 1 0
2 . 5 9 .  l - 0 - 1 0
g . 0 2 -  t - o - 1 0
l - . 3 6 . 1 - o - e

o
3 . 3 3 -  1 0 - e

o
3 . 0 2 .  t - O - 1 0
3 . 3 4 -  1 - O - 1 0
4 . 4 9 -  L o - 1 0
4 . g g .  1 0 ' 1 0
5 . 5 8 .  l - O - 1 0

0
L . 6 7 . L O - e

o
I

6 . 0
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Selon nos résul ta ts  ( tab leau 6.3) ,  pour  tous les pH,  Ies f lux

rnesurés sont inférieurs aux flux théoriques ca1culés à Itexception

du pH 6.0 ou [Al*3] est, très petite. Le flux mesuré étant de loin

inférieur au flux théorique maximal, oD peut croire que Ia

concentration de lr ion Al l ibre en solution suff ise à maintenir Ia

pr ise en charge de I rA l  par  Chlore l la  pvrenoidosa.  A pH 6.0 '  Ie

ftux mesuré étant supérieur au flux calculé peut être expliqué par

Ia contribution dtautres espèces draluminium en éguil ibre dans le

m i l i eu  ( c f  .  Schenck  e t  a } - ,  l - 988 ) .

on a représenté à la f igure 6.8, Ie f lux cel lulaire rnesuré à

différents pH en fonction de la concentration nominale initiale en

Al dans 1es mil ieux drexposit ion. Ces résultats démontrent que le

f lux celtulaire de IrAl en fonction de ltAl monomère inorganique

(A1"u-"u.) augmente avec Ie PH, et semble linéaire avec la

concentration en 41",,r-"u.. Notons gutaux faibles pH, cette l inéarité

nrest pas si évidente mais ce résultat serait peut-être dû

faibles concentrations mesurées après seulement 4

aux très

drincubation. I1 en va de même pour les concentrations

( f i g u r e  6 . 9 ) .

heures

en Al*3

La diminution du pH de I I eau augimente Ia concentration des

ions métalliques hydratés. Au même moment, cependant, il y a

augfmentation de la concentration des protons, lesguels peuvent

conpétitionner avec rraluminium pour les molécules de transport

dans 1a phase l ipidique ayant pour résultat une plus faible prise

en chargie intracellulaire.
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l lux cellulaire (nmol Al ' m ' sec

- 1
)

I
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6
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4

3
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1
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lAtl (us"L- t)
cv-cvr

400

Figure 6.8: Flux cel lulaire (t :  O--> 4h) de AI nesuré à différents

pH en fonction de la concentration nominale initiale en

À1"r-"r. dans les mil ieux drexposit ion'
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l lux cellulaire (nmol Al
3 +  - 2  - 1 .

. m  . s e c  I

100

lnl
150
t l

200 250

(ug"L t  )
300 350

F igu re  6 .9 : FIux cellulaire (t:O---> 4h) de

dif férents ilH en fonction de Ia

nominale initiale en À1*3 dans

d t exposit ion.

AI mesuré à

concentration

les mil ieux
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Considérant la relation suivante:

A1*5 +L-celtute 
j!.lt 

Àl-L-cetrule -:-t Ar cellulaire
(surface) (assimilé)

où la bioaccumulation est fonction de la concentration en 41"5 et

en ligands cellulaires disponibles, nous pouvons avancer que Ie

flux cellulaire est fonction de la concentration du conplexe Al-L-

ce l l u Ie :

f lux ce l lu la i rê :  k  [41-L-ce l lu le ]

f lux cel lulairê : kKor-l tÀIl  [L-cel lule]

ou IA l -L-cet1u]e l  :  Kar-L tA l l tL-ce l lu le l

Ce gui devient: f lux ce l lu la i re  :  k t  tA l l  IL-ce l lu1e]

Le tableau suivant est construit pour évaluer kr pour chaque

pH.

flux mesuré
( o--->4^h)
( n o l ' m - t ' s e c - ' )

IA1- ' ] t L - l  ca l cu lé
(no l '  m- t )

I n  k l
(ma'sec'rnol- l )calculée

(mo l ' n -3 )

m
4 .6  l -  .  45  -  t -O-10
4 .  B  1- .  04 .  l -o -e
5 . 0  g  . O 2 .  l - O - 1 0
5 . 2  3  . 3 3 .  l - O - e
5 . 5  5 . 5 8 .  l - O - 1 0
6 .  O  L . 6 7 .  L O - e

7  . 3 3 .  1 0 - 4
2  . 4 5 .  l - O - 3
3 . 9 8 .  l - 0 - 3
l - .  4 5 .  L o - 5
7  . 7 8 -  l - O - 4
l, . l- l- . l-o-4
2 . 9 6 .  l - o - 6

0 . 0 6 6
o . 0 7  4
0 . 0 7 9
o . 0 8 4
0 . 0 8 9
o .  0 9 6
o .  l _Lo

1 _ 5 . 9 8
l_5 .  o3
] -3.62
1 _ 2 . 8 1
t - o . 9 4
L 0 . 8 6

6 . 2 7
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Cette constante varie avec Ie pH avec un RZ = O.964. Lorsque cette

valeur kr est exprimée en fonction du pH, on obtient la relation de

Ia figure 6.10 où pour une même concentration en A1*3 et en L- Ia

prise en charge augmente avec Ie pH. Si lreffet du pH était

purement dr ordre rrchimiguetr, cr est-à-dire, s I il agissait uniquement

au niveau de 1a solution, et/ou des groupements L', on obtiendrait

une droite indépendant du pH de ce type:

Le type de courbe obtenu ajoute aux considérations des effets du pH

sur la membrane cellulaire. 11 faut aussi noter que le calcul de

LtgA1*3l . i1 , - l  nécessi te  le  ca lcu l  de la  [41*3]  à  chaque pH et  pu isque

ce dernier calcul t ient compte du pH, i l  se peut quron ait affaire

à une corrélation part iel lement f ict ive puisque le pH influence les

2 axes. Néanmoins, ces résultats laissent entendre çIue lr inf luence

du pH sur Ia prise en charge draluninium est encore plus subti le

que lron aurait pu penser. 11 se peut que Ie comportement acide-

base des I igands cellulaires responsables du transport de

l(

c
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I 'alurninium vers lr intérieur de Ia cel lule diffère du cornportement

g lobal  de Ia  sur face a lga le (crest -à-d i re ,  9uê la  var ia t ion en t l l ' l

indiquée dans Ie tableau ci-haut ne réflète pas adéquatement

I t in f luence du pH sur  les groupements t ranspor teurs de l rA l ) .  11

est également possible que Ie pH influence dj.rectement la cinétique

même du t ranspor t ,  crest -à-d i re  gut i l  a f fecte la  va leur  de la

constante de vitesse rrkrr.

11
Ë

r'{
I

5
4.0 5.0

PH

q q

Relation entre Ie logarithme naturel
de prise en charge de À1*5 et le PH,
k r  =  f l ux : ce l l u la i re

IA1* ' ]  t L -  l

de la constante
où

R2 = 0.96

F i g u r e  6 . 1 0 :
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6 .2 .4  D iscuss ion  généra le

On a essayé dans ce chapitre dtexpliquer }a toxicité de

lraluminium observée au Chapitre 5 par sa prise en charge. On a

étudié la toxicité de lralurniniun et la cinétique de sa prise en

charge par une algue verte Chlorella nvrenoidosar êD utilisant un

système qui nous permettait de contrôIer Ia spéciation de

Iralurninium dans le milieu et 1tétat physiologigue des algues.

L'évaLuation de la prise en charge de 1raluminiurn pour

expliquer sa toxicité irnpligue plusieurs problèmes logistiques.

TeI que mentionné dans Sinkiss et Taylor ( l-989), Ie métal gui entre

dans une cellule peut à la fois agir sur une variété de réactions

biochimiques ou bien tout simplement être détoxifié. Cependant, il

est évident que le premier site drinteraction de Italuminiurn est Ia

membrane cellulaire. Lraluminium peut réagir directement avec des

sites sensibles associés à la membrane ou peut passer à travers

celle-ci et avoir son effet toxigue dans }e cytoplasme. Les

interactions A1-membrane cellulaire sont donc toujours le premier

indice déterminant de la toxicité de lraluminium-

Pour comprendre Ia physiologie de la prise en charge de

lralurniniun i l  faut connaître les voies drentrée potentiel les dans

la cel lule. La membrane cellulaire consiste en un assemblage de

protéines, carbohydrates et l ipides. Les l ipides, lesquels

comptent pour 25 à 80 Z du poids de Ia membrane, sont
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amphipathiques, c'est-à-dire quti ls contiennent à la fois des

régions hydrophobes et hydrophiles et sonL-arrangées en bicouches.

Les régions hydrophiles sont orientées sur les surfaces libres de

la mernbrane alors que les régions hydrophobes forment le centre de

la couche. Les types de lipides présents dans Ia membrane varient

beaucoup entre différentes cellules et organelles mais consistent

principalement en phosphatidyl sérine, phosphatidyl choline,

spingomyéline, des glycolipides et cholestérol. Une couche

continue de ces lipides forme une barrière résistante pour Ie

passage de tout ion hydraté (à cause des fortes interactions entre

Ir ion et les molécules dteau) et demande Ia nécessité de

déshydrater l t ion avant son passage dans Ia membrane.

ces membranes contiennent aussi une variété de protéines.

Dans le rnodèIe de Ia mosaique fJ-uide de Singer et Nicholson (L972) ,

ces protéines sont intégrées dans la bicouche l ipidique. Ces

protéines intégrées peuvent contenir des régions nonpolaires dans

le coeur hydrocarboné de la bicouche lipidique et des régions

polaires débouchant à la surface hydrophile. Lt implication de cet

arrangement est que les molécules protéinigues peuvent servir de

voie de passage de faible énergie, laguelle peut favoriser Ie

nouvement des molécu1es hydrophiles à travers la barrière

hydrophobe de la bicouche lipidigue.

La prise en charge de Iraluminium par les algues peut

impliquer divers types dr interaction avec 1es membranes
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biologigues. Par exemple, Ies lipides gui constituent la rnembrane

comprennent des groupes phosphatés et carboxylés gui peuvent former

des liaisons de coordination avec lralumi-niuur. Des interactions

peuvent aussi se faire avec des protéines. Jusqurà ce jour deux

constituantes membranaires importantes ont été étudiées pour leurs

interactions avec lraluminium: la ferrichrome et la calmoduline

(Haug, 1984). Plusieurs microorganisnes produisent des agents

chélateurs de fer appelés sidérophores (dont la ferrichrome) '

lesquels participent au transport du fer et sont probablement

responsable de Ia solubil isation du fer extracellulaire. Une

fois à lr intérieur de Ia cel lule, le fer est relaché du ferrichrome

par une réduct ion du Fe( I I I )  au Fe( I I ) .  A lors  le  l igand l ibre du

métal peut être réexcrété pour une autre prise de Fe' Lraluminium

peut aussi former des chélates avec certains ferrichromes; ce type

de chélate est également pris par les cel lules mais Ia cel lule ne

peut pas dissocier le méta1 du cyclohexapeptide puisque Iraluminium

ne peut être réduit à une forme bivalente'

Récemment on a émis lrhypothèse que le complexe formé entre

Ia calmoduline et lraluminium peut être une c1ée explicative de

lésion qui expliquerait Ia toxicité de I 'aluminiun (siegel et Haug,

3,983a) .  A cause qurune par t ie  des ef fe ts  tox igues de I ra lumin ium

sont connus pour impliguer des interférences avec le métabolisme du

calciurn, et puisque Ia calmoduline est reconnue conme un peptide

multifonctionnel dépendant d.u calcium et régulatrice pour une

variété de réponses eellulaires' des changements induits par 1rA1
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de la structure et des fonctions de

des répercussions sévères sur

cel lu la i res.

la calmoduline devraient avoir

une nultitude de fonctions

Afin de mieux conprend.re Ie rôle joué par les différent'es

formes de lraluminium (AI"u-""", Alpotyrère, Alo"g"niq,*), on a calculé des

bioconcentration (FBc) après 4 jours de contact

pH et cê, pour chacune des concentrations en

IAI ' l total dans les algues

tÀl1 disponible

facteurs

fonction

testées:

FBC

en

AI

de

du

pH FBc (rn-2)

A1"u-"u. Alpotyrar" Alo.g"niqu"

4 . 3

4 . 6

4 . 8

5 . 0

5 . 2

5 . 5

6 . O

o . r - 3  à

o . 8 6  à

0 . 8 6  à

4 . 6 2  à

9 . 8

8 . 3  à

2 0 . 6 7

o . 4 L

L . 6 2

3 . 6 3

7 . 7 4

L 5 . 9 7

L . 8 2  à  3 . 0 L

2 . 4 9  à  2 . 7 3

5 . 2 8  à  5 . 5 8

6 . 3  à  9  . 2 1

L . 6 2  à  2 . 5 3
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Le facteur de bioconcentration augmente avec Ie pH et est

supérieur en milieu contenant uniquenent de 1rÀl monomère

inorganique. Quoique Ia bioconcentration de 1tÀl organique soit

plus faible que trAl"u-"r. (nêne si eIIe a été corrigée Pour 1rÀl cv-

"".),  i l  reste gurel le nrest pas négligeable. Mentionnons de plus

que Ia bioconcentration de ItAl pollmère a été calculée en

soustrayant la concentration de lrAlcv-cvr de Ia concentration

mesurée et en divisant le résultat par Ia concentration en ÀI

polyrnère. Àinsi, les cellules en contact avec l rAl pol1mère

étaient aussi en contact avec Al monornère inorganigue. Tout conme.

il lra été montré pour la toxicité au chapitre précédent, Ia

bioaccumulation de ItAl potlnnère srajoute à cel le de lrAI monomère

inorganique et nrest pas négligeable.

À partir des CIro mesurées et estimées* au chapitre précédent,

on a associé une bioaccumulation à part ir de la f igure 6'1- puisgue

1es [At].o."r accumulées par les cel lules varient l inéairement avec

Ia concentration en AI nominale en solution'

pH crro (pg. r -11 [ A l ] . o . u t  ( p n o l ' l n - ' )

4 . 3
4 . 6
4 . 4
5 . 0
5 . 2
5 . 5
6 . O

Looo*
700*
4 0 0
1 3 0
7 0
5 0
10

7
L O
4 5
2 2
2 3
1-3
t_3
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o n p e u t d o n c s u g g é r e r ç I u e p e u i m p o r t e l e P H , l a c o n c e n t r a t i o n

totale en À1 accumulé par Chlorella pvrenoidosa provoquant une

inhibition de croissance de 3ot par rapport au témoin se situe

autour de 2o Pmol'm'z.

Nous avons observé à partir de nos résultats que Ia prise en

charge de 1rA1 se."faisait très rapidement. Pettersson et aI '

(l-985a) ont observé le même phénourène pour une algue bleu-verte

(Anabaena cvlindrica) et ont vérifié que I'aluminium était

rapidement accumulé dans les vésicules de polyphosphates (4 h) '

Cependant une partie de Italuurinium était adsorbée sur les

groupements négativernent chargés de Ia membrane cellulaire' Ces

auteurs ont amené lrhypothèse que puisqurils travaillaient dans des

milieux riches en phosphates, le contenu en phosphate des murs

cellulaires augiltlentait, ce gui expliguerait les niveaux élevés drAI

qui sry trouvaient. Selon ces mêmes auteurs, les membranes

semblent aussi un site important pour la toxicité de lraluminium

puisquti ls ont observé la dégradation des thylakoides et la lyse

des ce l lu les.

Afin de mettre en évidence Irassociation entre Ia toxicité et

la bioaccurnulation, otr a dressé le pourcentage de croissance de

C h l o r e l l a p } , r e n o i d o s a p a r r a p p o r t a u t é m o i n e n o r d o n n é e e t I a

bioaccumulation totale en abcisse (f igure 6.1"1-) Pour chacun des pH

en se servant des données du tableau 5.3 et du tableau 6'2'
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la bioaccumulation de A1",,r-"r" explique bien (R2 :O.65) la toxicité

de Al obse:rrée au Chapitre 5. Par contre la bioaccurnulation de

IrAl organique, quoique légèrement inférieure à lrAl inorganique,

contraste nettement avec Irabsence de toxicité obselrrée au Chapitre

5 .

Les expériences et les résultats décrits dans ce chapitre

indiquent quren mil ieu inorganique }a bioaccumulation de lrAl par

Chlorel la pyrenoidosa expligue bien Ia toxicité de IrAI.

Cependant, en présence de matière organigue, Ia bioconcentration

ntexplique pas nécessairement lrabsence de toxicité. on explique

mal ce phénomène: iI sernble çfue même si lrAl est pris en charge par

Chlorel la pvrenoidosa en présence de la matière organique, guti l

n 'a i t  pas dtef fe t  déIétère sur  la  ce1lu le-
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6.3 Relation entre A1 intracellulaire et P cellulaire

6.3.1 In t roduct ion

Le but de cette partie est drétudier }e rô}e des interactions

Al-phosphore intracellulaire dans Ia régulation du taux de division

cellulaire et de la densité cellulaire finale pour des cultures en

Iot de Chlorel la Pyrenoidosa.

Au chapitre 5, nous avons vérifié à différents pH, les effets

de lraluminium monomère inorganiÇluer de lraluminium monomère

organique et d'e 1raluminium polynère sur la croissance de chlorella

pyrenoidosa. Lorsgue la période expérimentale était suffisarnment

Iongue, on a constaté que lraluminiurn agissait non seulement sur Ie

taux de division cellulaire mais aussi sur ta biomasse f inale'

crest-à-dire sur la densité cel lulaire résultante à la phase

plateau. Ce phénomène a déjà été documenté par Jensen et aI'

(L982) pour plusieurs espèces phytoplanctoniques'

Tout conme celà a déjà été observé par Bates et al. (L983)

pour le zLnc, nous amenons lrhypothèse çIue les polyphosphates

cellulaires srassocient avec Iraluminium intracellulaire et que

lorsgue la concentration en polyphosphates cellulaires diminue avec

Irâge de la culture, une part ie de ltaluminium intracellulaire qui

y était l ié, est relâché dans la cel lule jusqurà dépasser un niveau
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crit ique qui affecte le

division cellulaire et

métabolisrne du phosphore, interfère avec Ia

dimi-nue la biomasse finale.

Nous tenterons de vérifier dans cette partie, si les

dininutions de la croissance de Chlorel1a pvrenoidosa sont reliées

à une baisse des concentrations en phosphore disponible due à une

association phosphore-Al dans Ia cellule (précipitation) ou à un

effet toxique direct de 1rÀ1 lorsque les pollphosphates cellulaires

sont utilisés et gue lraluminium intracellulaire est relâché dans

Ia ceI IuIe.

6.3.2 Matér ie l  e t  méthodes

Tel que présenté au chapitre 2, Ie phosphore particulaire

total (qui correspond au phosphore cellulaire) était mesuré à la

dernière journée expérimentale (4 j) selon la méthode de Stainton

et al-. (L9741 . I I  est exprimé en lrg P'cel lule-1 et en ? par rapport

aux cellules témoins. Les algues sont acclimatées dans un milieu

ne contenant pas de phosphore. À ce mornent cette privation

ntaffecte pas te métabolisme algal, car les algues uti l isent le

phosphore présent dans 1es réservoirs drorthophosphates et de

polyphosphates.
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6 .3 .3  Résu l ta t s

AI monomère inorqanicrue

Les taux de division cellulaire maximale (p-nax) de Chlorella

pvrenoidosa nrétaient gue très légèrement diminués, dans certains

cas, par Ia présence draluminium monornère inorganique (f igure 5-4'

tableau 6.4). Ce nrest qutà Ia concentration en 41""-"". naximale

employée quron observe une certaine baisse du taux maxinal de

c ro i ssance  (pH  4 .3 ,  5 .0 ,  5 .2  e t  5 .5 ) .  Àu  con t ra i re ,  pou r  ce  qu i

est des coneentrations intennédiaires, otr a observé guelques fois

des taux de croissance ptus éIevée que le ténoin (f igure 6.L2).

Stauber et Florence (l-989), qui ont étudié lreffet du cuivre et du

plornb sur 1e taux de division cellulaire de Chlorel la pyrenoidosa,

ont au contraire mesuré une baisse de p-max à des concentrations

intennédiaires de plomb et une hausse à des coneentrations

supérieures. Ces auteurs expliguent cette dirninution de toxicité

par la précipitat ion du plomb dans leur ni l ieu expérimental. Dans

notre cas, les concentrations en A1"r-"". restaient sensiblement

constantes tout au long de lrexpérience-

Dans la rnajorité des cas, même ou Ie taux de croissance

nrétait pas affecté pâr ÀI"u-"u., la densité cel lulaire mesurée au

début de la phase stationnaire diminuait aux concentrations en Al

éIevées ( f igrure 6.1-3) .  Lrat te in te de la  phase p lateau est
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T a b l e a u  6 . 4 : Mesure du taux maximal de division cellulaire, du
volume cellulaire moyen, de }a densité cel lulaire et
du phosphore cellulaire à la phase stationnaire de
croissance pour Chlorel la pvrenoidosa.

)H tAu ,firax 9b Volumo
mr/cell.

tYo densité % Prcellule
ceflulaire yglc'ell-

sb

4.3 o
25
50

100
150

o.47
o.44
0.51
o.42
o.29

1.47E-15
1.578-15
1.458-r 5
1.468-15
1.45E-15

544535
572560
621207
616387
414307

2.35E-08
105 2.308-08 98
114 2.498-08 106
113 2.27Ê48 97
76 3.188-08 r35

94
109
89
62

107
oo
oo

99

4.6 0
100
150
250
500

0.28
0.26 93
o.20 71
0.2s 89
0.31  111

1.39E-15
1.868-15 134
1.87E-15 135
1.90E-15 136
1.48E-15 106

290507
296927
250707
238/.27
279300

1.63E-08
2.16E-08 133
1.668-08 102
3.04E-08 187
2.23E.-08 137

r02
86
82
96

4.8 0 0.55
0 . 6 1  1 1 1
0.56 102
0.50 91

5.82E-16
7.498-16 129
7.73E-16 133
8.12E-16 140
8.578-16 147

993293
791573
6s8800
587213
598587

6.75E-O8
8.46E-08
1.318-07
1.298-07
1.30E-07

400 80 125
600 66 t94
700 59 192
900 0.38 69 60 193

1240000 9.498-08
1520000 123 7.748-48
1450000 117 9.34E-O8

C o 0.9
0.56 104
0.50 93
o.42 7A
0.20 37

4.828-16
4.03E-16 83
4.128-16 85
4.068-16 84
8.73Ë-16 181

25 82
50 s8

100 1130000 91
559000 45

1.32E.-07
2.3r'.E-07

139
r50 247

5.2 0 0.83
0.60
o-4'l
0.00

4.548-16
4.398-16 97
4.68E-16 103
1.40E-r6 31

1406427
833S7
525507
272400

5.62E-08
8.40E-08
6.47Ê-08
2.50E-07

100 72 ço r50
200 s7 37 1 1 5

400 0 1 9 414

5.5 0
I

1 5
?s
35

0.s4
0.69 128
0.72 133
0.76 141
0.50 93

1.438-14
1 .01E- l 4
1 .1  3E -14
1.17E-14
1.078-14

1240000
1220000
1 320000
1 1 50000
1 080000

8.25E-08
7.95E-07 9A{
7.50E-07 909
1.04E-06 1261
7.84Ê.-07 950

71
79
82
75

98
106
93
87

5.5 0
35

200
400

0.55
0.51 93
0.96 175
o.21 38

4.128-16
3.778-16 92
7.89E-16 192
1.758-15 425

2001 520
2854600
1792000
233880

6.25E-08
5.718-07 9r4
7.488-07 1198
5.00E-07 80r

143
90
7 2

6 0 0.84
0.85
o.09
0.00

1.66E-16
1.70E-16
1.618-16
1.84E-16

1 125867
942013

49653
21Tt3

7.1 1 E-08
7.868-08 lr l
1.05E-06 1474
3.86E-06 s429

t 0 1 0 1 102 84
200 l 1 97 4

400 0 r 1 1 2

5 0.57
0.51
0.20 3s
0.58 114

3.82E-16
4.36Ë-18
4.88E-16 128
4.21E-16 36

1399560 4.85E-08
1260080 5.418-08
942080 67 r.46E-07

133dN0 106 4.578-08
300
84
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souvent associée à un appauvrissement du rnilieu de culture en

éIéments nutritifs ou à une carence en phosphore. Cette carence en

phosphore pourrait être expliquée par un épuisement des réserves

intracellulaires en polyphosphates ou à une non disponibilité de

ces réserves.

La concentration en phosphore particulaire total a été

déterminée au jour 4 de lrexposition, cê qui correspondait souvent

au début de Ia phase stationnaire. Dans tous les cas, les cel lules

exposées aux plus fortes concentrations en À1 contenaient plus de

phosphore particulaire total que les cellules témoins (figure

6 . 1 - 4 ) .

À lraide drune microsonde à rayons X couplée à Un microscope

électronique à balayage on a tenté de vérif ier si Iraluminium était

entreposé dans les vésicules de polyphosphates ou dans Ia membrane

ou dans te cytoplasme. Quoiquron obtenait un pic correspondant à

Italuminium pour lrensemble de Ia cel lule, Ies concentrations

dtaluminium dans une vésicule stavéraient trop faibles pour être

d is t inguées.  Pet tersson et  a l .  (1985b)  nravaient  pas non p lus

obtenu de réponse pour des algues incubées dans un rnilieu ayant une

concentration en Al de l-9 pr,M (51-3 ttg'L-1). Par contre ces mêmes

auteurs, à des concentrations dix fois plus élevées, ne détectaient

pas dtAI dans Ie cytoplasme. Au contraire, les auteurs ont pu

dist inguer de lraluminium dans les murs cel lulaires et les

vésicules de pollphosphates après 4 heures de contact' Des
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incubations sous 1es mêmes conditions pour 24 heures ont résulté en

une forte accumulation de lrAI dans les murs cellulaires mais pas

dans les vésicules de polyphosphates.

Jensén et aI. (1,989) ont, pour leur part' observé que des

plants de hêtre (Facrus sylvatica L.) exposés à lraluminium (L.O nMt

pH 4.2) augrmentaient, dans un premier tenps, Ieur concentration en

P inorganigue dans 1es vacuoles. Cette augmentation était due

apparemment à une diminution de la fixation métabolique des

phosphates dans le cytoplasme et à un transfert subséguent des

phosphates inorganiques aux vacuoles.
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À1 polynère

Contrairement à ce qui avait été observé pour I rÀlcv-cvr, Ie

taux maximal de croissance est fortement influencé par ltÀl

pol1mère. Le taux maximal de croissance diminue avec la

concentration en Al pollmère ( f igure 6. 15; ténoin=À1"n-"". max) '

Lreffet observé est drastigue. 11 senble en effet que lrAI

polyrnère soit important et que lreffet se fasse sentir directement,

peut-être, au niveau de la division des cellules. Tout conme le

taux de croissance maximal, 1â densité finale cellulaire est très

affectée par ItAl pol1nnère de même que Ie phosphore intracellulaire

( f igure 6. l-6) .

A1 orqanicrue

Alors que le taux de division cellulaire est affecté un peu

pâr  Al "u-" r .  (150 pg 'L-1)  à  pH 5.0,  la  présence dtÀl  organigue (350

pg.L-1)  d i rn inue ces ef fe ts  ( tab leau 6.4r .  En fa i t '  pour  tous les

paramètres mesurés (p-max, volume cellulaire, densité cel lulaire et

p cel lulaire) i f  semble que la présence drAl organique vienne

contrer en total i té les effets de 1tÀI inorganique. Pour contrer

tous ces effets, on peut supposer que Iraction bénéfigue se joue au

niveau de la membrane cellulaire-
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6 . 3 . 4  D i s c u s s i o n

AI monomère inorcranique

Des interactions possibles entre lraluninium libre et 1e

métabolisne du phosphore ont été examinées. On amène }rhlrpothèse

gu,à de faibles concentrations en À1",r-""" les polyphosphates libres

dans la cellule captent et détoxifient lraluminiurn intracellulaire

permettant }e déroulement normal de la division cellulaire.

Cependant, alors gue }a division cellulaire continue' le phosphore

cellulaire diminue à cause de la nobilisation des polyphosphates

pour la croissance cellulaire. Cette diminution peut relarguer

lraluminiun qui avait déjà été f ié à l t intérieur de Ia cel lule, en

empêchant ainsi Ia détoxication de tout autre AI transporté à

lr intérieur de Ia cel lule. À10rs que lrAl cel lulaire continue à

augmenter, le niveau dtAl intracellulaire non lié peut devenir

toxique et interférer avec la division cellulaire en ayant, par

exemple, des effets inhibiteurs sur la phosphorylation (Clarkson,

1 e 6 6 ) .

pour les concentrations en A1 plus élevées, f inhibition de

lrÀl sur Ia division cellulaire se fait plus tôt durant le cycle de

croissanc;e-�, .aç�rest-à-dire, i I  affecte Ie taux de division durant Ia

phase exponentiel le de eroissance. 11 est possible que la

précipitat ion de lrAl dans 1es vésicules de potyphosphates soit

telle que Ie phosphore nrest tout simplement pas disponible pour
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assurer la croissance

niveau de la membrane

cellulaire, ou que cet effet se joue au

directernent (rigidification par exemple)'

Les vésicules de potlphosphates sont connues pour accunuler

Italuminium et elles augrmentent' apparemment leur nombre et leur

taille sous des conditions de stress dues à lrexposition à un

rnéta1, êD 1aboratoire et en milieu naturel (Bates et al. ' 1983) '

Jensen et al. (l-982) suggrèrent qut ils agissent conme sites

dtaccumulation pour les nétaux traces à de faibles concentrations

et comrne site de détoxification quand les métaux traces sont à un

niveau toxique. La compartimentalisation des métaux lourds dans Ia

membrane cerlulaire et dans les granules de polyphosphates est bien

connue pour les cyanobactéries (Jensen et aI.,  1982) et les algUes

mar ines (Pedersén et  a l . ,  l -98L) .  S i  l ra lumin ium est  local isé dans

les vésicules de polyphosphates ça peut influencer la génération de

phosphates d,énergie et engendrer Ia translocation drautres ions'

De plus, ltaluminium peut aussi être relâché et devenir toxigue

Iorsgue les vésicules de polyphosphates sont nétabolisées'

Draprès Rhee (Lg73't,  les polyphosphates règlent direct 'ement

ou indirectement }e taux de croissance. Les pollphosphates

constituent en effet un réservoir de P essentiel (peuvent aussi

être un réservoir énergétique). En effet, lors de déficiences en

phosphates, tous }es polyphosphates sont rnobilisés pour Ia synthèse

de macromolécules cellulaires (ADN, ÀRN, protéines)

une relation hyperbolique entre Ie P-ÀRN et le taux de

On a montré

croissance,
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ce qui permet de dire çIue 1es polyphosphates peuvent être des

composés principaux contrôtant le taux de croissance, ainsi que la

synthèse drARN ou drautres composés cellulaires-

Lrexistence de poly-P, au t=O, indique 1a présence drune

concentration de P fonctionnelle dans lralgue, ctest-à-dire qui

rnaintient la viabilité de 1a cellule sans nécessairement pennettre

Ia division cellulaire. Ce P fonctionnel peut être utilisé sous

forme drénergie (ATP) pour maintenir les hauts gradients de

concentration des solutés internes ainsi gue le turnover continuel

du matériel cel lulaire (Rhee I L973).

Al polymère

La toxicité de lfAI polymère sur Ie taux de croissance

maximale peut être due premièrement à un rrplaquagerr de la surface

de Italgue par l taluminium lequel, on le sait,  est largement chargé

sous forme polymère. De plus, oD peut croire à trne forte

association entre cet aluminium et le phosphore cellu1aire, tel gue

démontré par nos résultats. Lraluminium fortement chargé semble

agir directement sur les protéines et les lipides rnernbranaires

(Haug, l-9g4) affectant à la fois la perméabil i té et le système de

transport ionigue rnembranaire. 11 a été montré dans Ia littérature

gu,il existe généralement un pourcentage en phosphore plus éIevé

dans Ies racines de végétaux supérieurs traîtés à 1rÀ1

comparativement à des racines non traîtées (Mugwira et al- l-980t
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Thornton et  a l . ,  1-986;  Bengtsson et  â I . ,  L988)  '  Cependant ,  Ia  p lus

grande partie de ce phosphore semble être inactivé par la

précipitation de composés ÀI-PO4 dans les murs cellulaires ou à Ia

surface des racines (!{right et Donahu, 3'953 t Clarkson' L967 '

McCormick et Borden, Lg74l. Cette inactivation peut amener une

déficience en phosphore pour les réactions métaboliques' Une forte

Liaison de 1rA1 à la rnembrane cellulaire peut amener aussi une

i n h i b i t i o n d e s e n z } r n e s q u i y s o n t l i é s ' c o m m e l | A T P a s e - I f ( C a l d w e l l

et Haug, ]:g82l, inf luençant alors Ie métabolisme cellul-aire'

AI organicrue

Pour ce qui est de 1rÀI organique, les résultats suggèrent gue

cette forme atténue lteffet de 1tA1"u-"u" au niveau des mécanismes de

division cetlulaire. Mentionnons gue dans la solution contenant de

lraluminium organique iI  existe aussi des acides fulvigues l ibres

de type I'H-ooc-organiquerr et rr-ooc-organiquert gui, Par leurs effets

potentiels (H-A) et(-A) au niveau de la membrane algale,

expliqueraient peut-être lrél imination de Ia toxicité de lrÀ1-

inorganiÇfue.

La mesure des fonctions cellulaires spécifiques, conme Ie

métabolisme du phosphore, suggère un rôle possible des

macronutrients dans Ia régulation de la toxicité des métaux traces

c]nez Ie phytoplancton. Les effets physiologiques proposés pour

lrAI comprennent des interactions avec I|ADN (Karl ik et al" L980) '
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le déséguil ibre du nétabolisme des phosphates (Viola et al ' ,  L98O) '

Ies interactions avec les murs cellulaires et autres membranes

(Bradley et Parker, 1968; Vierstra et Haug, L978; Haug, L9a4) et

lr induction drune déficience en calcium (Nyholn, L981; Siegel et

Haug ,  1983b) .

Nous avons pu dérnontrer par ces résultats que }a toxicité de

lraluminium peut se jouer à plusieurs niveaux. A de faibles

concentrations en Al"u-"r" 1. toxicité est indirectement reliée à la

disponibi l i té de P intracellulaire. Lralgue a une certaine marge

de manoeuvre pour détoxifier lrAI pris en charge. Par contre, à de

plus fortes concentrations, le mécanisme même de division

cellulaire est affecté. Dtun autre côté, les concentrations en À1

polyrnère testées affectaient directement }a division cellulaire et

sravèraient très toxiques. Pour sa part, Ie rôle de IrÀ1 organique

sur Ia détoxif ication de 41",,-"". [ test pas clairement défini.
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6.4 Effet de ltaluminium sur Ia perméabil i té membranaire

6.4.1 In t roduct ion

on a observé çIutà bas pH, la prise en charge de métaux (l'In,

zrr, À1) était moindre qurà pH plus élevé. On pourrait expliquer

cette plus faible biodisponibilité de plusieurs façons:

- compétition ionique

- changement de potentiel transmembranaire

- protonation des sites de liaison

- dépolarisation de Ia membrane

- changements allostériques des sites de liaison

et

- d.iminution de Ia perméabilité menbranaire'

Les objectifs de ce

ef fets de l t al-uminium sur

pyrenoidosa selon Ie PH,

Pour vérif ier ces effets,

dans différents milieux

perméabilité au sorbitol

travail sont de vérifier quels sont les

la perméabilité membranaire de Chlorella

et selon Ia présence dtacide fulvique'

nous avons incubé Chlorella pyrenoidosa

expérimentaux, êt nous avons mesuré }a

de I I algi'ue.

colman et aI. (L986) ont observé que Ia prise en charge

drhexoses par Chlorelta pyrenoidosa se faisait par diffusion mais

que ces sucres nrétaient pas uti l isés pour la eroissance
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hétérotrophe. Selon ces auteurs, l'hexitol pénètre la membrane

plasmique de Z souihes de Chlorella pvrenoidosa et Iréguilibre est

atteint après 20-30 minutes drincubation. Par contre, même si le

sorbitol et le mannitol passent par la membrane des deux souches de

Chlorella pyrenoidosa, aucun des deux conposés ne peut supporter la

croissance de IratgUe à la noirceur. De p}us, le taux de

respiration de Chlorelle pyrenoidosa nrest pas significativement

affecté par une incubation en présence de sorbitol ou de mannitol

( l-00 nM), même si lralgrue est perméable à ces deux composés.

6 .4 .2 Matériel et rnéthodes

Les algues sont mises à pousser dans les milieux AAP jusqurau

début de leur phase exponentielle de croissance. Elles sont alors

récoltées par centrifugation ou filtration et resuspendues dans du

milieu expérimental libre de métaux et de phosphore mais à pH

différents maintenus constants par lrutilisation de tampons dits

biotogiques (MES). Les algues sont ainsi agitées et accl imatées

pendant 24 heures. Au temps t=0, les alguès sont ajoutées dans 1es

milieux expérimentaux préalablement préparés (24 heures avant Ie

début de lrexpérience) tel que décrit au Chapitre 5. Les prernières

solut ions testées sont  les su ivantes:  pH 4.3,  pH 5.0 et  pH 6.0 sans

et avec aluminium, où la concentration en aluminium correspond à la

concentration maximale en À1 monomère inorganique soit 5OO' L5O et

10 pg'L-l.  La deuxième série de solutions testées visent à évaluer
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l reffet de Italuminium organigue sur la perrnéabil i té membranaire.

Les solutions utilisées sont décrite au Chapitre 5. La

perméabilité membranaire en présence draluninium organique a été

nesurée dans des milieux expérimentaux à pH 5: un milieu téraoin,

deux milieux contenant uniquememt de ltacide fulvique (2-25 et 2O

mg.L-1), un rnilieu contenant uniquenent de lraluminium monomère

inorganigue (Lso ttg-L-1) et dans quatre nilieux contenant à }a foi-s

de If aluminium inorganigue et de ltaluminium organigue (15O ttg'L'l

A 1  i n o r g a n i q u e  e t  5 0 ,  1 O O ,  2 O O , 3 5 O  p g ' l l  a l  o r g a n i q u e ;  s o i t  1 . 1 ,

2 .25 ,  S .S ,  L l -  e t  20  mg-1 -1  d tac ide  fu l v ique ) .  Les  a lgues  son t

incubées pendant 4 heures dans ces milieux.

Au début de lrexpérience de la perrnéabilité membranaire au

sorbitol,  L mL drune solution de sorbitol marqué (2.2 nI '{) est

ajouté à 23. mL du milieu expérimental contenant les algrues pour

obtenir une concentration finale de l-OO pM. Une portion de la

solution (t- mL) est recueillie pour cornpter les algues et évaluer

leur surface cellulaire. Le taux de prise en charge de lrhexitol

est déterminé en mesurant le taux dtincorporation de radioactivité

dans les cel lules algales à part ir dthexitol margué dans Ie mil ieu

(voir Chapitre 4, effet du pH sur la perrnéabilité membranaire) -
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6 . 4 . 3  R é s u l t a t s

Al monomère

Les résultats apparaissent à la figure 6.L7. Àux trois pH

testés (4.3,  5 .O et  6 .O),  on dénote un ef fe t  négat i f  de l ta lumin ium

sur Ia pernéabilité membranaire soit une dininution du taux de

p r i se  en  cha rge  de  L38  à  pH 4 .3  ( tÀ11=5OO t rg 'L -1 \  ,  de  258  à  pH 5 .0

(  tA l  l :15opg'  L- l )  e t  de 30? à pH 6 -  o  (  tA l  1=Lot tg 'L-1)  .

AI organique

Les résultats montrant les effets de lraluminium organique sur

la perméabil i té menbranaire apparaissent à Ia f igure 6.L8. Lrajout

d'acide fulvique seul (2o mg'1-1) augrnente Ia perméabil i té

rnembranaire de L7Z alors que ltajout dracide fulvigue et

draluminium diminue Ia perméabil i té de L5 à O Z selon Ia

concentration en acide fulvique ajoutée. Lrajout draluminium seul

dirninue fortement la perméabilité par rapport au témoin, soit de

2 5 9 " .
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6 .4 .4  D iscuss ion

Les résultats obtenus nous permettent dravancer çfue

Iraluminiurn seul à différents pH diminue }a pernéabilité

menbranaire de Chlorella pyrenoidosa à lrhexose. Lraction de

lracide humigue seul vient contrer cet effet en augmentant

Iégèrement cette penaéabilité. Dans un milieu contenant à Ia fois

de IrÀ1 inorganique (tA1l""-"". maximale au pH testé) et de 1rÀ1

organique, 1a matière organique par elle-même vient contrer et

annuler presç[ue totalement Iteffet de lraluminium sur la

perrnéabilité membranaire. Rappelons aussi que les ions If seuls

(chapitre 4) diminuaient aussi la penréabilité nembranaire au

sorbitol.

Dans sa revue de littérature sur la toxicité et la tolérance

à lraluminium des plantes vasculaires, Anderson (L988) soutient gue

les premiers slmrptomes de la toxicité de ltaluminium apparaissent

habituellement dans les racines qui deviennent endomagées

structurellement et fonctionellement et inefficaces dans

lrabsorption de lreau et des élérnents nutri t i fs. Ceci peut être dû

à un dérangement de Ia mitose et de la perméabifité des metnbranes

des racines. Plusieurs effets biochirniques de ltAI chez les

plantes supérieures sont probablement dus aux changements dans 1a

structure et Ia fonction des membranes de racines (Hecht-Buchholz

e t  Foy ,  1981  ;  Zhao  e t  a l . ,  l - 987 ) .  Se lon  Ie  pH ,  l rA l  peu t  se  l i e r

soit aux protéines soit aux lipides de Ia membrane (Foy' l-984) '
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Lraluminiurn diminue 1a perrnéabilité des racines (Aini et Murakami,

Lg64r. Cette diminution de la perméabil i té diminue 1a prise en

charge de lteau et des éIéments nutri t i fs (Foy et a1., L978i Zhao

et al.,  198?). Lraluurinium peut se combiner avec les sels

colloidaux ou se lier avec des protéines adjacentes, rendant peut-

être le mur cel lulaire plus r igide.

Petersen et Persson (L987) ont observé guren nilieu acide,

Iracide humique agit directernent sur 1a toxicité à cause de son

effet sur lraugrmentation de Ia l ipophil ici té. En général, i l  a été

trouvé guren présence dracide hunigue Ireffet est posit i f  pour les

organismes aquatiques (Thurman,l-984). Le rnécanisme de

lrinteraction acide hurnique membrane est probablement

lraugrmentation de la solubil i té l ipidique et de Ia perméabil i té

membranaire.

Les résultats présentés dans ce chapitre ont permis de

vérif ier çfue pour une concentration constante en A1*3 (pH 5.O), la

mat ière organique ut i l isée é l iminai t  la  tox ic i té  de I 'A1.

Cependant, }a matière hurnique nrinfluence guère la prise en charge

de ltaluminium pendant les premières heures de contact. Àprès

quelques jours de contact, Irinterprétation des résultats de prise

en charge de IrAl peut être confondue avec lrétat de croissance des

algues qui diffère beaucoup entre le milieu inorganique et le

mil ieu organique.
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par contre, l 'acide fulvique uti l isé dans ces expériences

élimine lreffet de lraluminium sur Ia perméabil i té membranaire

progressivement, tout conme dans le cas de la toxicité. Ceci

suggère alors que lraluminiun pris en charge par lralgue reste à la

surface cellulaire, sous forme de complexe mixte (Wilkinson et âI.,

] 'eeo)
acidelo' 

L
fulviqu eJ

et que la perturbation normalernent provoquée par ItAl au niveau

mernbranaire est supprimée. Les exigences de coordination de 1rA1

sont ainsi satisfaites par lracide fulvique laissant les

groupements fonctionnels sensibles présents dans Ia menbrane

intacts.
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Annexe 8 .1

Extraction de Iraluminium adsorbé sur une algue (Chlorel la

d t extraction

Des mesures de prise en charqe de 1'Al à différents pH ont été

e f f e c t u é e s  ( p H  4 . 3 ,  4 . 6 ,  4 . 8 ,  5 - 0 ,  5 . 2 ,  5 ' 5 ,  6 ' 0 ) '  L e s

concentrations en Al adsorbé et AI cel lulaire étaient discriminées

par une extraction à I 'EDTA (10-3 M) au même pH que celui du mil ieu

e x p é r i m e n t a l  c o r r e s p o n d a n t  ( p H  4 . 3 ,  5 - 6 ,  4 . 8 ,  5 . 0 ,  5 ' 2 ,  5 ' 5 ,  6 ' 0 ) '

Dans plusieurs cas, Iorsque Ia prise en charge de ltaluminj-um par

Chlorel la pvrenoidosa était mesurée sur une période de 4 jours,

l 'aluminium désorbable par I 'EDTÀ était de beaucoup inférieur à

ltalumini-um non-désorbable considéré comme étant intracellulaire-

Lr in terprétat ion de ce résul ta t  est  que drune par t  tout  I 'a lumin iun

est  incorporé dans la  ce l lu le  et /ou dtautre par t ,  l ra lun in ium est

fortement 1ié à la surface cellulaire. Etant donné que le pH

affecte la protonation des sites cel lulaires sur Ia membrane' on a

voulu vér i f ier  s i  l re f f i -cac i té  de désorpt ion de I tEDTA var ia i t  en

fonct ion du pH de }a so lut ion drext ract ion-

Selon des ca lcu ls  dtéqui l ibre ( rnodèle MINEQL) '  une

concentration en EDTA de 1O-3 M est suff isante pour complexer 1OO?

de Al dans les rnilieux expérimentaux indépendamment du pH, êt ceci

en supposant  que le  pH nt in f l -uence pas 1 'a t te in te d 'équi l ibre (donc
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ce n,est  pas l ,e f f icac i té  de Ia  molécule EDTA qui  est  mise en jeu)  -

A partir de cet énoncé nous pouvons supposer que pour une

expérience de prise en ctrarge de A1 par Chlorella nyrenoidosa à un

pH déterminé (ex. :  pH 5) ,  l rext ract ion de AI  adsorbé sur  les a lgues

ne devrait pas varier avec Ie pH de lrextraction.

Nous tenterons donc de vérif ier si le pH de Irextraction agit

sur Ia capacité d'extraction de 1r EDTA (exemple: effet sur Ia

membrane, ce qui ne peut pas être calculé par MINEQL).

HYPOTHESE: Lref f icac i té  de I rEDTA à ext ra i re  1 '41 est  favor isée

à bas pH par l teffet même du pH sur la membrane, 1ê

rendant plus rrdésorbablerr. LrAl adsorbé pourrait

être sousestimé à pH plus élevé et de même 1rA1

cel lu la i re  surest imé-

MATERIEL ET METHODES

chlorel la pvrenoidosa est cult ivée en mil ieu stéri le (AÀP,

p H  s . o -  M E S  1 o - 2  M ) .

2. La culture est maintenue à la phase exponentiel le (début: 
-

ce l lu les.mL-1)  pendant  5 jours à température (20 'C)

lurn inos i té  (1oo ; rE '  cm-z '  =- t )  constantes '

1 .

10s

et
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3 .

4 .

Les algues sont centrifugées et lavées 3 fois avec AÀP-PO4-TM

à  p H  5 .

Les algues sont acclimatées à leur milieu expérimental pendant

24 heures (barbottées et agitées).

A temps:O, un aliquot de ces algues concentrées est ajouté au

rni l ieu expérimental (AAP-Po4-TM, pH 5+L35 ttg'L-1 Al) (en

équi l ibre depuis  24 } r r .

Après 3O minutes de contact avec 1141, 4 échanti l lons de l-00

mL sont récoltés et f i l trés sur f i l tres Nuclépore (O.4 pn) en

polycarbonate préalablement 1avés à lracide afin de mesurer

1a concentration en À1 totale prise par les algues-

Au même moment, 4'LOO mL, sont aussi f i l trés (<5 mn Hg) et le

filtre est déposé dans une bouteille contenant l-O-3 M EDTA à

p H  d é f i n i  ( 4 . 5 ,  5 . 0 ,  5 . 5 ;  6 . O ) .  L a  b o u t e i l l e  e s t  a g i t é e  d e

façon à extraire tout ItAl adsorbé sur les algues.

Après 20 mj-nutes drextraction, 1â solution de EDTA + f i l tre

est  f i l t rée.

g. Tous les f i l tres sont digérés dans les rrTuff tainersrr en

TeflonR par 0.5 mL HNO3 Ultrex concentré, 20 minutes dans un

b a i n  m a r i e  à  I O O " C .

10. Une fois refroidies, ces solutions digérées sont di luées dans

10 mL HzO Mi l l ipore.

11. Le tout est dosé par absorption atomique au four graphite.

Cette méthode nous permet drévaluer la concentration totale

en À1 et la concentration cellulaire en AI dans les algues. La

5 .

6 .

7 .

8 .
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différence entre ces deux concentrations nous donne Ia

concentration en A1 adsorbé ou extractible à ITEDTA. Des blancs et

des standards (feuilles de citronnier) de digestion sont rnesurés

paral lèlement.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les concentrations en AI.o."t,  Àlcettutui." êt Al"d"o.bé (ttg'L'1) sont

présentées ci-dessous. Les valeurs sont exprimées en p,g'L-1

-valeurs mesurées d.irectement dans la solution résultante de la

digestion des algues- afin de faci l i ter la cornpréhension des

résul ta ts .

pH de I rext ract ion
4 . 5

N:4
5 . 0 5 . 5 6 . 0

A1,

À1"

Al"

âextrait

L 1 5

7 7

3 9

3 3

l_06

7 7

3 2

2 8

+

J

t

+

t

t

+

+

8

5

9

6

l_5  97

2 0  8 0

2 5  1 9

2 2  1 7

1 L 2

+ 6

+ L 6

t L 4

8 8 1 ] - 7

B 0 +  9

11 I  l -1

10 +  1-1

La prise en charge en Alrot"r a été mesurée en quadruple avant

chaque ext ract ion à ITEDTA (vo i r  tab leau L,  l igne AtT) .  Même s i

cet te  expér ience de pr ise en charge srest  déroulée au pH 5.0,  avec

I35 tLg.L-1 de AI  e t  ên moins de 2 heures,  i1  ex is te des d i f férences,

quoique non s ign i f icat ives,  
'ent re les dosages drA1T.  Ces
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variat ions peuvent agir sur Itestimation de Alo pui-sque ce dernier

est calculé par la différence entre 41, et A1.. Notons que les

moyennes de 41.  sont  toutes s imi l -a i res (77 à 8o pg 'L-1 À1) .

Ces résultats suggèrent que 1'eff icacité de ITEDTA à extraire

1rÀ1 adsorbé sur la mernbrane cellulaire de Chlorel la pyrenoj-dosa

ntest  pas in f luencée par  le  pH (dans la  ganme testée 4-5-6-0)

puisque Alcettutairu mesuré reste le même.
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Ànnexe  8 .2 : Evaluation du temps de contact optirnal de I|EDTÀ

avec 1es algues pour désorber tout A1

TNTRODUCTTON

Des mesures de prise en charge de A1 à différents pH ont été

e f f e c t u é e s  ( p H  4 . 3 ,  4 . 6 ,  4 . 8 ,  5 . O ,  5 . 2 ,  5 . 5 ,  6 . 0 ) .  L e s

concentrations en A1 adsorbé et Àl- cel lulaire étaient discrininées

par  une ext ract ion à I 'EDTA (1O-3 M) au même pH gue celu i  du mi l ieu

e x p é r i m e n t a l  c o r r e s p o n d a n t  ( p H  4 . 3 ,  5 . 6 ,  4 . 8 , 5 . 0 ,  5 . 2 ,  5 . 5 ,  6 . 0 ) .

Afin de stassurer que le contact de IIEDTÀ avec les algues était

optimum pour 1a désorption de AI adsorbé à Ia surface cellulaire,

on a procédé à l rext ract ion de At  après 2o,  30 et  40 minutes de

contact avec EDTA.

MÀTÉRIEL ET MÉTHODE

Les cellul-es algales étaient incubées préalablement dans une

solut ion contenant  150 t tg 'L-1 ÀI .u-"u. ,  à  pH 5.0 pour  une pér iode de

30 minutes.  Au moment  de procéder  à I 'ext ract ion,  uD échant i l lon

est f i l tré, digéré et dosé pour en connaitre Ia concentration en À1

tota le.  Lrext ract ion se fa i t  sur  un échant i l lon en para l lè Ie.

Après 2Q, 30 et 40 minutes de contact avec EDTA (avec agitat ion

constante) ,  un échant j l lon est  récol té ,  f i l t ré ,  d igéré et  dosé.

Cet te expér ience est  réa l - isée en t r ip le .
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RÉSULTATS ET DTSCUSSION

Un temps de contact de 20 minutes avec EDTA (1o-3 M) était

suffisant pour obtenir une concentration de A1 extractible à ItEDTÀ

stable, puisque après 3O et 4O minutes de contactr oD ne

réussissait pas à désorber davantage draluminium lié aux algues

( f i g u r e  6 . b ) .

p H  5 . O  ( . t 5 0  u s . L - 1 )

ôl

I
ç

(c
I

-iû

c
.9

=

u()

ëtr

ro.oo

,.* I
".oo I
,.oo I

..oo I
I

s.00 

|
4 . O O :

I
3.oo -

I2.oo 
i-  ' .oo 
î

A l  ce i iu la i re

A l  o C s -

5 t o 1 5 2 0 2 5

Ternps ce :cr"; tcct :vec EDTA,

o.o0

Figiure 6.b: Effet, du temps de contact avec 1o-3 M EDTÀ sur Ia
concentration de A1 extrait de la surface cellulaire
(r) de Chlorella pyrenoidosa et ce gui reste de AI après
cette extraction (AI cpl lulaire) (O); incubation des
êe1lu1es avec J"5o pg.L' '  de Àl rnonomère inorganigue à pH
5.0 dans Ie ni l ieu expérimental pour une période de 3Q
minutesi concentration cellulàire init iale : 5.L04
cel lu les 'mL-1.

428



CHÀPITRE 7 : SYNTHÈSE ET CONCLUSION



CHAPITRE 7 : SYNTHÈSE ET CONCLUSION

7.L BiodisPonib i l i té

Page

d.e lraluminium en nilieu acide' 43L

7.2 Ef fe ts  b io log iques 431

7.3 Disponibi l i té 436

'1 .4 Modélisation
4 4 6

7 .5  Conc lus ion . .
448

7.6 Références. 449

4 3 0



CHAPITRE 7 : SYNTHÈSE ET CONCLUSION

7.L Biodisponibi l i té de lraluminium en ni l ieu acide

Lrobjectif de cette thèse était drévaluer la biodisponibilité

de lraluminiun en mil ieu acide et de réussir à la modéliser. A

partir de la mesure de ItAl en solution ou dans les organismes

aquatiques, on pensait être en mesure drévaluer 1e potentiel

toxique du milieu. Pour y arriver, on devait établir une relation

entre la toxicité de ltÀ} et sa mesure en solution et dans

lrorganisme test.

pour connaître la b:Ledisponibilité de 1tAl pour un organisme

vivant i1 faut vérif ier tout drabord sti l  se produit un effet sur

le systèrne biologique. On a mesuré cet effet en considérant Ia

variation ou ta différence de croissance entre des algues témoin et

des algues en contact avec ItAl. La disponibi l i té pour sa part

nous a pernis drétudier certains mécanismes explicatifs des effets

observés sur lrorganisme test.

7 .2 Ef fe ts  b io log iques

. Rappel méthodologique

De façon à pouvoir évaluer la biodisponibi l i té de lraluminium

rnil ieu acidif ié, oD a choisi une composante biologique vivante,

qui irnpligue gutil existe des interactions intra-extra

en

ce
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cellulaires. Evidemment, on exclut ici tous les particules inertes

teIles les oxydes, guoique des modèles de membrane de type

vésicules sont souvent utilisés pour connaitre les interactions

métaux-membrane. Pour choisir un organisme indicateur, iI fallait

considérer le type drexposit ion quron voulait tester. I t

sragissait dtun contact direct. On a choisi ce qui représente Ia

plus sinple expression de la vie: Ia cellule et plus précisément

une algrue verte: Chlorellâ pyrenoidosa, considérant de plus que les

atgues microscopiques (phytoplancton) forment la base de la chaine

alimentaire dans le nilieu aguatique. Ces organismes emmagasinent

lténergie par la photosynthèse et agissent conme producteurs

prinaires dans ltenvironnement aquatique. 11 est important que les

conditions optimales prévalent pour leur croissance et leur

reproduction puisque des changements drabsndance ou de diversité

peuvent affecter les animaux qui utilisent les algues conme source

de nourriture

Cette espèce est connue pour être sensible à ItAl et les tests

quron a effectués pour déterminer lr inf luence du pH sur sa

croissance ne montraient aueun effet; des variations de pH (ganne

4.3-Z.O) nraf fecta ient  pas s ign i f icat ivement  la  cro issance de

ChIorel la pyrenoidosa. Cette caractéristique a pernris de

discriminer les effets dus à ltAl de ceux imputables aux ions

hydrogène. De p1us, cette espèce était assez résistante pour

survivre et croître normalement quelques jours dans un milieu

expérirnental qui ne contenait ni phosphore, ni oligoéléments
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nutrit i fs. on se servait drun tampon (0.O1- M) de façon à maintenir

le pH constant pendant toute Irexpérience.

De façon à pouvoir évaluer les effets de 1rA1 sur Chlorella

pvrenoidosa i1 a fallu choisir un paramètre indicateur. Ce

paramètre devait estimer le plus précisément possible la gamme de

concentration de 1tAl qui produirait une réponse donnée, rapidement

observable et quantifiable, sous des conditions de laboratoire

contrôIées. Ce paramètre devait être utilisé pour comparer les

organasmes exposés à ceux qui ne 1rétaient pas. Parmi les

paranètres indicateurs des effets sublétaux aigus, soit Ie ;r-max,

le p-moyen, I,aire sous la courbe de croissance et la biomasse

finale, on a choisi }a surface sous la courbe. Ce pararnètre nous

perrnettait drintégrer les effets dus à lrAI à tous les niveaux de

Ia courbe de croissance de Chlore1la oyrenoidosa.

pour ce qui est des indicateurs des effets chronigues' on a

considéré les variat ions de la surface cellulaire (rnz), du volune

celluaire (m. ), du métabolisme du phosphore et de la perrnéabil i té

membranaire. De plus, 1ê choix drun indicateur de guantité drAI

pris en charge par les organismes sravérait essentiel pour lrétude

du transport et de la distr ibution de lrAl dans lrorganisme. Les

paramètres utilisés pour décrire la bioaccumulation de lrAl sont la

prise en charge - totale, adsorbée, cel lulaire (f lux cel lulaire),

et Ie facteur de bioconcentration, soit le rapport de Ia

concentration moyenne de ltAl accumulé dans lralgue dans des
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conditions dtéquilibre et de Ia concentration moyenne mesurée dans

l reau  d rexpos i t i on .

. Discussion

Trois forsres draluminiun ont, été testées pour connaitre leur

potentiel de toxicité.

L-) Ltaluminium monomère inorganigue pour vérifier si le

modèle drion libre (Mz*) pourrait expliguer les résultats obtenus

avec A13*.

2-') Ltaluminium pol1nnère, Altjo4(oH)2c7", puisque dans Ia

littérature on peut trouver des indications tout à fait

contradictoires concernant la toxicité de cette forme métastable

vis-à-vis des producteurs primaires. De plus, considérant Ia

possibilité de sa présence dans des milieux en récupération

(augmentation du pH après acidification naturelle ou artificielle) '

if nous semblait important de connaître le potentiel toxigue de

cette forme.

3-) Lraluminium organique, Al-acide fulviçlue, puisgue même si

les effets qualitatifs de la matière organigue sur 1a toxicité des

rnétaux sonÈ assez bien connus, rares sont les expériences ou on a

vérif ié quantitat ivement si le modèle de lr ion l ibre srappligue en

présence de la matière organique naturelle.
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Pour mesurer la sévérité de Ia réponse résultant de

Irexposition à 1rÀ1 on a produit des graphiques mettant en relation

la concentration de lrAl et la réponse obserrrée, soit le Z de

croissance par rapport au témoin. De cette façon, on a pu observer

un effet de ganme important, mais qui variait aussi avec le pII.

La pente de la relation concentration-effet est un indice de

1a sensibilité des algrues à l rAl. Une pente plus douce peut aussi

indiquer une lente atsorption, une excrétion rapide ou une

détoxication, ou un délai de lrexpression de 1a toxicité (Rand et

Pétrocelli, 1985). Une pente plus raide indigue une absorption

plus rapide et des effets plus rapidement sentis. Même si Ia

droite seule nrest pas un indicateur direct des mécanisnes de

toxicité,.crest un parmamètre utile et doit toujours être considéré

avec ses lirnites de confiance.

Àinsir oD a pu démontrer une toxicité significative, surtout

à la concentration en aluminium monornère inorganique (ÀI"r-"r.)

maximale, pour chacun des pH testés- De plus, pour une

concentration en AI*5 donnée, cette toxicité augmentait avec le pH.

La droite résultante de la régression }inéaire du I de lraire sous

la courbe de croissance en fonction de la concentration ê[ ÀI"r-"u.

devenait de plus en plus plane à faible PH, ce qui nous suggère

quril y avait compétition ionique entre Les cations AI et H*. IÊ

même relation a été observée pour les tests avec ltaluminium

polynère, alors gue cette dernière forrne a toujours été considérée,

jusgurà récemment (L99O), cotnme étant non toxique. Plus surprenant

435



encore furent les résultats des effets de lraluminium organique sur

la croissance de Chlorella nyrenoidosa en présence draluminiurn

nonomère inorganique. En effet les différentes expériences portant

sur lreffet de trAl organique (en présence dtÀl inorganique) sur la

croissance de Chlorella pyrenoidosa ont nontré un effet, inhibiteur

des effets dus à A1"r-""" menant à une amélioration de Ia croissance.

7.3 Disponibi l i té

Àprès avoir véfifié gue différentes formes dtaluminium avaient

un effet sur la croissance de Chlorella pvrenoidosar oD a voulu

exptiguer ces effets généraux par des observations plus spécifigues

rel iées au métabolisme cellulaire, soit des effets sur la surface

algale, Ie biovolume, 1a perméabil i té membranaire cel- lulaire, ainsi

que sur le métabolisme du phosphore. De plus, oD a voulu relier

ces effets à la bioaccumulation de ItAl. La relation qui existe

entre la biodisponibi l i té et la bioaccumulation est cel le de la

capacité de donner et cel le de recevoir. Pour guti l  y ait

bioaccumulation il faut une b:Lcdisponibilité à la fois du donneur

de ltAl (Ie mil ieu ambient) et du receveur chez Ia cible

b io log igue,  en l roccurence l ta lgue.
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Nous avons observé que la toxicité de lraluminium due aux

formes monornères et pol1mères était supérieure aux pH plus élevés.

En termes physico-chimiques, nous avons expliqué cette toxicité

accrue par lraugrmentation de la perméabilité membranaire à pH plus

éIevé et par une compétition noins intense entre les cations If et

1rA1(OHl ntl-nt* pour les sites accepteurs présents à la surface

cellulaire. Nous avons évalué si Ia toxicité de lraluminium peut

être extrrliquée en partie ou en totalité par sa prise en charge, par

son flux cellulaire, par son effet sur Ia perméabilité membranaire,

par ses interactions possibles avec les réserves en phosphore

intracellulaire et par ses effets indirects sur Ia division

cellulaire (surface et voluute cellulaire) -

Lrobservation drune plus forte toxicité de lraluminiun (pour

une même concentration en A1*3) à pH faiblement acide

comparativement à des pH plus acides suscite certaines hypothèses

explicatives. Lrune drentre el les est que ces résultats puissent

être interprétés par une biodisponibilité accrue de lraluminiurn

pour Chlorel la pyrenoidosa, crest-à-dire, une biodisponibi l i té gui

irnpl iquerait à la fois une disponibi l i té chimique de Italuminium,

une disponibi l i té des sites cel lulaire (plus faci lement

atteignables) et un transport accru de ltaluninium à It intérieur de

la cellules, cê qui résulterait en une bioaccumulation totale

supérieure dr aluminium.
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A partir de tests portant sur Ia toxicité de lraluminium pour

notre algue unicellulaire, on a observé çIue la biodisponibilité

(toxicité) relative de lrAl dirninuait progressivement entre pH 6.O

et 4.3. Cette influence du pH sur la biodisponibilité (toxicité)

de ltÀI srexprirne selon trois niveaux (tableau 7.1).

Tab leau  7 .Lz Relat ions entre biodisponibi l i té et
debioaccumulation Influence de changements

pH.

BIODISPONIBILITÉ BIOACCT'UUIÀTION

en solution:

- Disponibif i l té chimique de lrAl
forme ionigue: monomère (À1*3) t pol]mrère (Ali3)
concentration
conpétition avec autres cations

pour ligands en solution

à I t  interface:

- Disponibif i té des sites
compétit,ion
potentiel transmembranaire
confor:mation des sites

possibilité de traverser 1a membrane
et dravoir un effet intracellulaire:

- adsorption

- absorption

perméabif ité membranaire
activité enzlmatique
protéines
sites intracellulaires :

détoxicat ionl imnob i I isation

Le premier concerne 1a disponibilité chinigue et physigue de

lraluminium, crest-à-dire sa présence sous différentes formes

pouvant atteindre la cellule (structure de la molécule: monomère,

polyrnère, organigue; forme ionique, dissoute, labile) et à des

concentrations absolues et relatives (par rapport à drautres
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cations présents en solution; force ionique, conpétition avec

drautres cations pour 1es ligands en solution) suffisamnent éIevées

pour avoir un effet délétère sur la cellule algale.

Lê deuxième se raPPorte à Ia disponibilité des sites

cellulaires pouvant accepter ces cations. Tous les aspects gui

touchent à la compétition cationique, aux variations du potentiel

de nembrane, à la conformation des sites de liaison (effets

a11ostériques) influencent Ia disponibilité des sites de surface.

L€ troisième niveau de disponibilité concerne la rrtraverséerl

de la membrane et à la présence de cibles intracellulaires où' la

toxicité de Italuminium pourrait se jouer directeurent ou

indirectement. La disponibilité des sites intracellulaires et

intramenrbranaires est fonction à la fois de la perméabilité

membranaire, de lractivation drenzlmes, de lraccessibi l i té de

protéines et de la présence ou non de vésicules pouvant accumuler

1r aluminium.

conme nous lravons vu dans les chapitres 4 et 5, ces trois

niveaux de biodisponibilité sont influencés par le pH de Ia

solution. La disponibi l i té chirnique de lraluminium en relation

avec le pH est assez bien connue; par contre, sa bio-disponibi l i té,

crest-à-dire la possibi l i t .é drune prise en charge par une cellule

vivante (bioaccumulation) est assez mal connue. Une façon

drévaluer cette biodisponibilité est, de pratiçluer des expériences

cinétigues, ctest-à-dire drévaluer si Ia prise en charge intra

et/ou extra-cellulaire de lrAl peut expliquer Ia toxicité observée

au chapitre 5.
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. Àpproche exPérimentale

Lrextaction à IIEDTÀ nous a permis de différencier entre

Iraluminium adsorbé (ou désorbable par I |EDTA) et l taluniniun

intra-cellulaire (non désorbable). La mesure de IrAl

intracellulaire a aussi servi à vérifier si le flux cellulaire

observé pouvait être expliqué Par la concentration en A1*3 en

solution.

Lrétude de la protonation de Ia membrane cellulaire (Chapitre

4) a permis drévaluer l tétat de Ia membrane en fonction du pH, dans

le but de construire un modèle qui tienne compte à la fois de la

spéciation de lraluminium en solution (capacité de donner) et de la

quantité de ligands cellulaires disponibles pour capter des ions

Iibres. Notons çlue ces deux pararnètres varient inversement avec Ie

pH. De plus, la mesure du phosphore intracellulaire au début de Ia

phase stationnaire de croissance de Chlorella pvrenoidosa a apporté

des indications sur la disponibilité potentielle du phosphore conme

pararnètre de détoxication

intracellulaire.

ou dr irunobil isation de l rAI

Résultats et discussion

Lreffet du pH sur la toxicité de lraluminium observée au

Chapitre 5 stest retrouvé au Chapitre 6 dans ltévaluation de Ia

prise en charge. Lrinf luence des ions hydrogène se faisait sentir
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à tous les niveaux étudiés soit, 1â pernéabilité membranaire,

ltadsorbtion et lrabsorption de 1141, son flux cellulaire et le

facteur de bioconcentration. cependant, après avoir tenu compte de

lreffet du pH sur la concentration en [À1*3] disponible et sur les

ligands cellulaires tt-l libres, otr obserrre toujours un effet du

pH, de guoi soupçonner la sous-évaluation des effets du pH sur

lrintégrité et le métabolisne membranaire. De fait, contrairement

à ce que laisserait suPposer Ie modèIe drion }ibre, lrévaluation

seule de [À1"3] et de [L']tiu"" ne suffit pas à expliguer la tendance

observée.

Pour ce qui est des réponses obtenues pour les trois formes

draluniniurr testées, on peut penser à des mécanismes de toxicit'é

dj-fférents. on a vu que la toxicité de lraluminiun mononère

inorganique sur Chlorella pyrenoidosa se faisait sentir surtout à

Ia fin de }a croissance exponentielle, soit par une biornasse finale

moins élevée gue le témoin. Cette toxicité était évidente surtout

aux plus fortes concentrations en aluminium. Les dosages de

phosphore intracellulaire ont suggéré que 1rA1 à de faibles

concentrations était capté dans les vésicules de polyphosphate'

permettant ainsi un taux maximal de croissance normal' Cependant,

après quelques jours (3-4), alors çIue la demande en phosphore

devenait plus critique pour assurer le maintien et la croissance

des cel1ules,  celui-c i  nrétai t  p lus disponible puisqurassocié à

lrAI dans les vésicules; la croissance de Ia population algale

était alors arrêt'ée prématurément'
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Lorsgue les algues étaient incubées dans un milieu contenant

des concentrations en Al"u-"u" élevées, il se peut' que le mécanisme

de toxicité soit quelque peu différent. Par exemple' selon }a

disponibilité des vésicules de pollphosphate, la détoxication

pouvait être déficiente. En effet, on a montré qurune

concentration drenviron 20 pmol'm-2 draluminium total suff isait à

provoquer une dininution de croissance de Chlorella pyrenoidosa de

3Ot par rapport au témoin. On peut se demander si ce nrest qutune

fraction de ce quota cellulaire gui provoquait (ou résultait) de la

dite toxicité, Iaque1le fraction serait libre dans le cytoplasme et

non enmagasiné dans les vacuoles.

Le mêrne nécanisme pourrait sIappliquer pour les formes

poLymères, mais de façon plus drastique. On a montré au Chapitre

5 que pour une même concentration en AI (Al"u-"u" et Alpotyre.")

lr inhibit ion de croissance (aire sous Ia courbe) était supérieure

pour les formes Al"n-"".. Il en était de nême pour les facteurs de

bioconcentration. Par ailleurs, iI ne faut pas oublier, que même

si I I effet dû à A1"r_"r" était soustrait ile 1r ef fet total dû à Al"r-"u"

et Àlporyrè"u, il reste que les cellules avaient déjà subi un

traumatisme rnaximal par Ia forme ÀI.u-"". disponible. On a alors

conclu çlue ItAl polynère avait un effet additif non négligeable sur

la toxicité de Al"u_""r.

Lorsque les courbes de croissance étaient décortiguées pour en

tirer les taux de croissance maximum, la biomasse finale ainsi que

Ie volume cellulaire moyen (indirectenent), on a montré que lreffet
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de lraluminium poIlmère se faisait sentir plus rapidement que

IrAlcv-cvr sur la croissance de Chlorella pyrenoidosa, crest-à-dire

en agissant rapidement sur la division exponentielle de croissance-

Puisquril sragit de molécules fortement chargées (+71, on a supposé

que lreffet premier de lta1r:minium pollmère srexerçait sur la

membrane même, soit en rrplaquântr littéralement la cellule et

lrempêchant ainsi de se diviser-

euoique Irextraction de'1rÀ1 adsorbé sur Ia cel lule par ITEDTA

ait suggéré qutune forte proportion de lraluminium soit incorporée

dans la cel lule, i l  se peut que lrextraction par IIEDTA ait été

biaisée par la forte adsorption de AI*7 sur les ligands cellulaires,

Iaquelle ne permettait pas Ia désorption par lrEDTA. En effetr on

srattendrait à ce que Ie caractère même lipophobe drune telle

molécule chargée empêche celle-ci de pénétrer facilement dans Ia

cel lu le .

pour ce qui est de lraluminiun organique, les résultats sont

drautant plus surprenant, guton se serait attendu à une toxicité

éguivalente ou supérieure en comparant une solution contenant à la

fois de 1tAI organique et de ItAl inorganigue par rapport à un

railieu contenant uniquement de ItAl inorganique. Au contraire, on

a pu dénontrer guren présence dracide futvigue de faible poids

moléculaire, 1rÀI inorganique qui reste Libre en solution nta pluE

Ies nêmes effets çIut iI avait auparavant. Cette obserxTatioa

constitue un échec majeur ôu moôèIe de lriou libre.
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Depuis près de trente ans maintenant, 1es chimistes qui

stintéressent à lrenvironnement prétendent que les acides

organiqges diminuent la toxicité des métaux en les complexant' ce

qui les rend moins disponibles. Cependant, lridée que les acides,

par leurs groupements libres HOOC et 
-OOC puissent intervenir au

niveau cellulaire et physiologique, a été laissée de côté, peut-

être un peu prématurément. De fait, nous avont démontré par nos

observations que lracide fulvique de faible poids moléculaire

venait contrer I I ef fet négatif de Al"r-"r" sur la pernéabilité

membranaire. Considérant que 1a peruréabitité membranaire est un

indicateur de la bonne intégrité nembranaire et indirectement du

bon métabolisme cellu1aire, puisque critique dans les échangres

intra/extracellulaires, oil ne peut négliger cet aspect. Par

contre, les résultats de prise en charge ne peuvent expliquer la

non toxicité observée en présence dtAl"u-"u,. et drAlcvr. En effet, Iâ

prise en charge similaire dans les deux cas, suggère que la cellule

6 rr1r11rr et a incorporé à peu près la même quantité d | 41. Se peut-

i l  que Iraluminiurn reste I ié à Iracide fulvique lors de son

adsorpt,ion et soit non métabolisable?

Une façon de discriminer lreffet de la matière organique sur

la membrane cellulaire de son effet sur la chimie de lraluminium

serait de procéder à une expérience où les algues seraient incubées

dans un sac à dialyse maintenu ouvert par le haut et suspendu dans

une solution contenant de I tAl"u-"u. et de l tAlo.g"niq*- De cette

façon, seul l rA1cv-cvr pourrait entrer en contact avec les cellules
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puisque Alo.g"niquu serait trop gros pour pénétrer à I t intérieur du

sac. Àinsi, si lr inhibit ion de croissance était la même en

présence ou non drÀIorsaniqu. oD pourrait avancer gue Ia non toxicité

obset3"1rée auparavant était réellement due à des interactions acide

organique-membrane. Par contre, Si avec ces sacs à dialyse la

toxicité est inhibée, ce serait dt à un Processus chimigue qui se

jouerait au niveau des interactions acide organigue et autres

cations (conpétition entre A1*3 et Cu*z pour lracide fulvique, Pâr

exenple) .

7 .4 Modél isat ion

De façon à pouvoir gérer et }égiférer efficacement

lrenvironnement aquatique, ir serait intéressant, à la lueure des

résultats obtenus dans cette recherche, de modétiser la toxicité de

l t  aluminium.

Avant de quantifier un tel modèle, oD se doit de se rappeler

que les tests ont été effectués en laboratoire à lraide drune algue

quron ne retrouve pas nécessairement dans les eaux douces du

Québec. De fait, le protocole expérimental était conçu de façon à

bien contrôIer tous les paramètres (sinplifier Ie systène) pour

bien mettre en évidence les processus physico-chimico-biologiques.

On se rappellera que les cuttures étaient asynchrones, axénigues,

cult ivées en lots, dans des mil ieux sirnpli f iées ne contenant ni

phosphore ni agents complexants et cornpétitifs. Le pH était

445



r_)

maintenu constant par Itutilisation de tanpons. Ce protocole nous

a permis drévaluer individuellenent Ia part de toxicité de 3 formes

différentes dtaluminium définies techniguement: A1 mononère

inorgraniÇIue, À1 pol1mère et À1 organigue.

Il va de soi guren milieu naturelr oD peut retrouver

conjointement ces formes ainsi çIue drautres formes non testées dans

notre protocole telles A1-F2*, AISO4-, ... Par contre, une fois les

limites de notre modèle bien établies, nous pouvons concevoir les

principes suivants:

Le pH est Ie paramètre primordial à considérer lorsquron

évalue la toxicité de lraluminiurn. Ainsi, plus le pH est

éIevé (pH 4.o ---> 6.0) plus lraluminium est toxigue et ce à

des concentrations retrouvées en milieu naturel.

La concentration en ÀL"3 nécessaire à inhiber 3ot la croissance

de Chlorella pyrenoidosa peut srexprimer de Ia façon suivante:

-1og  [41 "3 ]  :  I . "77  PH -  9 .09

Le quota cellulaire provoquant (ou résultant de) lrinhibition

de croissance de 3ot est évalué à 2o pmol'm-2 dtAl, exprimé par

rapport à Ia surface algale.

Lraluminiun polymère a une toxicité additive sur Iraluminium

monomère inorganigue de lrordre de 5Oâ de celle de Al"r-"rr-

2 l

3 )

4 )
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s ) La présence dracide fulvique (5 ng't ' l  COD), sous forme dtacide

fulvigue libre et de complexe A1-acide fulvique, à pH 5.O est

Euf fisante pour inhiber la toxicité de L50 Pg'L'l A1"r-""" (Al

I i b re ) .

Afin de bien concevoir la biodisponibilité de lraluniniun en

milieu naturel, nous reconmandons de mesurer lraluninium dissous

(non acidif ié), lraluminiun gui réagit au catéchol violet (Al"u) '

lralurniniurn qui réagit au catéchol violet après avoir passé par une

colonne échangeuse dtion (Alcvr), êt à part ir de l testimation de

lraluminium nonomère inorganique (A1"r-"".) drévaluer à lraide drun

modèle therurodynamique (I'{INEQL, MINTEQ. . . } la part des formes

l ibres dra lumin ium (er*r ,  À1(oH)*z,  A1(oH)e* l ,  e tc- )  -

7 .5 Conclus ion

Cette thèse a perrnis dréIueider certains aspects de }a

toxicité de I 'aluminium à lraide drun protocole expérimental bien

défini gui a permi de contrôler tous les paramètres mesurés. Tout

drabord, il existait une controverse guant au rôIe joué par

d i f férentes espèces d 'À l " . , - " r , .  (À1*3,  A1(oH)*2,  A1(oH)z*1. . .  )  '  Te l  que

discuté aux Chapitres l- et 5, certains auteurs ont associé

statistiquenent la forte proportion drune espèce à un pH donné à

lreffet toxigue observé à ce même pH. Nous avons démontré qurune

tel le interprétation nécessite lradoption drun modèle cinétique de

4 4 7



tox ic i té ,  p lu tôt  gurun rnodèle dréqui l ibre (ex. :  le  modèle dr ion

l ibre). Pour gurun modèIe cinétique stapptigue, i1 faudrait que la

vitesse à laquetle la toxicité srexprime ch.ez lralgue soit plus

rapide que la vitesse à laquelle IIAI sréguil ibre avec la surface

cellulaire. Crest Ia situation inverse qui prévaut: l téquil ibre

entre lrAI et la surface cellulaire seurble atteint après 30

minutes, alors que lreffet toxique de 1rÀ1 monomère ne se fait

sentir quraprès 24 heures. Dans de telles circonstances iI faut

éviter de parler drune (ou des) rrespèce (s) toxigue(s)tt draluminium

(Nevi l le  et  Campbel l ,  l -988) .

De plus, or a aussi pu expliquer que Ia forte toxicité

observée à des pH intermédiaires (5.5-6.0), et imputée à des fotmes

monomères drhydroxy aluminium par Hell iwell  et al.  (L983), était

probablement due en fait à lrAI polynère. Ainsi, alors que cette

forme nra jamais été considérée conrme étant toxique envers les

algrues, ot a pu par nos résultats démontrer le contraire.

Considérant que cette forme puisse devenir de plus en plus

problématigue, i l  va de soit qurel le doit faire part ie intégrante

des modèIes de toxicité, et donc être évaluée dans le réseaux de

surveil lance, surtout dans les mil ieux ( lacs et r ivières) où la

concentration drAl total est élevée et otr Ie pH a déjà été acide

rnais se neutralise avec Ie temps. Il en va de même pour les

eff luents municipaux et industriels ou lralun est ajouté à de

fortes concentrations et que le nilieu récepteur est à un pH près

d e  6 .
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pour ce qui est de lraluminium organique, nos résultats ont pu

vérifier ce qui était déjà connu qualitativement, soit une

diminution de 1a toxicité de lfAI en présence dracide fulvique.

Cependant, les effets bénéfiques de lracide fulvique ont dépassé

lrarnélioration attendue. En effet, I taluninium inorganique qui

restait en équil ibre avec lracide fulvique nravait plus lreffet

toxique anticipé. On a expliqué ces observations non plus

chirniguement (puisque ta chimie était bien contrôIée) nais

biotogiguement, êD démontrant lteffet bénéfigue même de la matière

organique sur lr intégrité cel lulaire.

Enfin, pour conclure, nous pouvons avancer que la mesure des

trois formes draluminium: A}"n-""rr Alpotynèrer Aro.g"ni.s* est nécessaire

pour bien gérer et contrôler Ia biodisponibi l i té de lraluminium en

mil ieu aquatique.
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