































































































































































































































































































L’allure des courbes a la figure 3.3 démontre que ’accumulation intracellulaire était
rapide et linéaire sur une période de 30 min. Cette linéarité laisse croire qu’a cette
concentration, le taux de sortie du Hg n’est pas important sur 30 min. Il est & noter
que les mesures initiales de prise en charge du mercure (t = 5 min) étaient élevées (la
régression linéaire ne passait pas par |’origine), démontrant que le ringage a 'EDTA
n’était pas efficace a désorber le mercure a la surface de ’algue. La variabilité des
mesures et ['utilisation d’un lot différent d’algues pour chaque expérience
expliqueraient la variation des taux de prise en charge observée a la figure 3.3. En ce
qui concerne les concentrations de mercure pour ces expériences, le tableau 3.10
résume les concentrations nominales et mesurées. 1l contient également toutes les

mesures de Hg des expériences de cinétiques effectuées en absence de thiosulfate.

Tableau 3.10: Concentrations nominales et mesurées des expériences de prise en

charge du Hg sans présence de thiosulfate.

[ Node Courbes ciblées  [Hgr] nominales  Moy. des [Hgr] =~ %  FEcart-type |
figure ' (nM) mesurées (nM)
2 17,5 9.3 53 0,15
3 21,0 143 68 ---
4 21,6 17,6 81 0,04
5 19,5 13,9 71 0,21
3.4 Ringage EDTA 44 4 24.8 56 0,41
Ringage cystéine 55,4 31,4 57 0,18
3.5 Avec agitation 21,6 17,6 81 0,04
Sans agitation 234 17,6 75 0,12
En médaillon 30 20,5 68 ---
(M.

Moyennes des trois temps d’exposition (clles-mémes sont des moyennes de trois mesures par
temps d'exposition). La différence entre les concentrations nominales et mesurées Etait

surtout due a I'adsorption sur les parois des contenants (Tableau 3.9).
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Figure 3.4:  Essais indépendants de cinétique de prise en charge du mercure par
C. reinhardtii en présence d’une concentration nominale entre 44 et 55
nM de HgT en milieu MHSM-1 4 pH 7. e : algues rincées a TEDTA
(107 M) o : algues rincées 4 la cystéine (100 mM). Les barres d’erreur
représentent [’écart-type sur la moyenne de trois mesures. Voir le

tableau 3.10 pour les conditions d’exposition.

Vu Uinefficacité de ’EDTA a désorber le mercure extracellulaire des algues, nous
avons fait un essai additionnel avec de la cystéine (100 mM a pH 9). Deux lots
différents d’algues ont été utilisés dans cette variante de la premiere expérience. Les
résultats de cette expérience démontrent la méme tendance de linéarité de la prise en
charge du mercure. Contrairement aux expériences illustrées a la figure 3.3, le ringage
a la cystéine a été trés efficace a désorber le mercure (Figure 3.4). On ne retrouve plus
aprés 5 min cet excédent de mercure adsorbé a la surface des algues (36 nmol
Hgem™), mais plutdt une faible quantité (3 nmol Hgsm™). Méme si on ne peut étre
certain que tout le mercure a été désorbé, I'extraction avec la cystéine est nettement
plus efficace que celle avec 'EDTA et, par conséquent, la cystéine a €te utilisée pour .
les prochaines expériences. Comme mentionné a la section 3.1.9, I'expérience six

visait a déterminer si le complexe Hg-cystéine était pris en charge par I’algue. Sur
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une période de 10 min (selon les conditions de ringage) ~0 nmol Hgem™ a été mesuré

au compteur gamma.
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Figure 3.5: Comparaison des cinétiques de prise en charge du mercure avec deux

cultures indépendantes d’algues, avec ou sans agitation, en présence
d’une concentration nominale de ~20 nM de HgT en milieu MHSM-1
a pH 7 et rincées a la cystéine (A : sans agitation; e : avec agitation).
Les barres d’erreur représentent 1’écart-type sur la moyenne de trois

mesures. Voir le tableau 3.10 pour les conditions d’exposition.

L’agitation semble affecter la prise en charge du Hg (Figure 3.5). La courbe avec
agitation en est une représentative de la prise en charge du mercure tandis que celle
sans agitation provient d’une expérience ou les Erlenmeyers qui contenaient la
solution d’exposition et les algues était déposés sur un chariot (luminosité
~19 umolsm™»s™") et non sur une plaque agitatrice (avec une luminosité plus
importante de 100 + 10 pmolsm™ss"). 1l y avait une augmentation apparente de la
prise en charge dans le temps entre 12 et 16 fois selon que les expériences atent €té
réalisées avec ou sans agitation. La linéarité également était affectée par I'agitation
(r* = 0,85 lorsque quiescent comparativement a r* = 0,99 lorsqu’agité). On a répété les
expériences avec et sans agitation (figure en médaillon de la figure 3.5) sur un seul

temps d’exposition dans les mémes conditions d’éclairage et avec le méme lot
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d’algues; les résultats vont dans le méme sens que la premiére expérience, mais I’effet
sur la prise en charge du Hg est nettement moins important (différence non

stgnificative, test de Student, P > 0,05).

3.2.3 Cinétique de prise en charge du complexe mercure-thiosulfate

La premiere expérience de cinétique consistait a déterminer la prise en charge du

mercure par Chlamydomonas reinhardtii en présence de thiosulfate.
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Figure 3.6:  Cinétique de prise en charge du mercure en fonction du temps a une
concentration de HgT de ~20 nM. e : prise en charge en milieu
MHSM-1 a pH 7 en absence de thiosulfate. o : prise en charge en
milieu MHSM-1 a pH 7 en présence de thiosulfate (1 pM). Les barres
d’erreur représentent [’écart-type sur la moyenne de trois mesures.

Voir les tableaux 3.4 et 3.11 pour les conditions d’exposition.

Cette premiére expérience a permis de mesurer simultanément la prise en charge du
mercure sous forme de Hg(OH), et celle du mercure complexé au thiosulfate, avec le
méme lot d’algues. De cette fagon, on a pu établir une comparaison directe et
constater ’effet de I’ajout du thiosulfate tout en évitant une discontinuité des résultats

due a ["utilisation de deux lots ditférents d’algues.
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Pour ce faire, le milieu d’exposition simple MHSM-1 a été utilisé parce que ne
contenant pas de ligands pouvant concourir pour la complexation du mercure. La
concentration totale de mercure pour les deux expériences €tait de 20 nM tandis que
celle du thiosulfate pour la deuxieme expérience était fixe a 1 uM. De cette fagon, on
s’assurait que le mercure présent serait complexé au thiosulfate. A la figure 3.6, la
prise en charge du mercure sans ajout de thiosulfate suit relativement la méme
linéarité vue précédemment a la figure 3.3. Cependant, lorsque le mercure était quasi
complétement complexé sous forme Hg(S,0:),” (Figure 1.2), la prise en charge du
mercure était inexistante. En ce qui concerne les concentrations de mercure pour ces
deux expériences, le tableau 3.11 résume les concentrations nominales et mesurées. Il
contient ¢galement toutes les mesures de Hg des expériences de prise en charge
effectuées avec la présence de thiosulfate. On note que les pertes de Hg sont plus

importantes en absence de thiosulfate.

Tableau 3.11: Concentrations nominales et mesurées des expériences de prise en

charge du complexe Hg-thiosulfate.

No de No de L [Her] Moy. [Hgr] | .
tableau figure Courbes ciblées nominales mesurées Fearttype
3,4 Sans S,0;”
(milieu A) Avec S,05% 23,0 25,1 0,2
3,5 3.7 | Avee $,05 24,0 192 1,5
(milieu B)
3.6 38 | Avec S,05" 24,0 22,6 2,2
(milieu C)
3,7 3.9 | Avee S.:057 + SO~ [58 155 143
(milicu D) Avec $:05% sans SO, 158 152 17.3
3,8 3,10 Avee SOL7 et sans S,057 30 19,6 2.0
(milicu E)
38 301 Avee SO, et sans SgO;,2~ 41 35,7 1,1
(milicu F) ‘
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Dans la deuxiéme expérience on a fait varier la concentration de thiosulfate pour

mesurer Deffet sur I’accumulation de mercure intracellulaire (Figure 3.7). La

concentration totale de mercure dans les milieux d’exposition (MHSM-1) était de

24 nM tandis que la concentration de Hg non complexé par le thiosulfate variait entre

0 et 24 nM (Tableau 3.5). La concentration de SO,% était maintenue constante a

81,5 pM, mais celle du thiosulfate variait entre 0 et 60 nM. Le temps d’exposition

était de 15 min. Sans aucun ajout de thiosulfate au milieu d’exposition, la prise en

charge du mercure était comparable a celle déja observée dans les expériences

antérieures. Cependant, la complexation croissante du mercure par le thiosulfate dans

les milieux B2 & B5 a provoqué une diminution progressive jusqu’a des niveaux

presque nuls de Hg pris en charge par I’algue verte.
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Figure 3.7: Effet de la concentration du thiosulfate dans les milieux d’exposition

sur la prise en charge du mercure a concentrations nominales

d’Hg(OH), variables et de Hgr (24 nM) constantes. Expériences

réalisées en présence de sulfate avec un temps d’exposition de 15 min.

Les barres d’erreur représentent ’écart-type sur la moyenne de trois

mesures. Voir les tableaux 3.5 et 3.11 pour les conditions d’exposition.




La troisiéme expérience a permis de vérifier I’effet de la concentration du thiosulfate
dans les milieux d’exposition sur la cinétique de prise en charge du mercure en
I’absence de sulfate a un temps d’exposition fixe de 15 min. La concentration totale
de mercure dans les milieux d’exposition (MHSM-2) était constante a 24 nM tandis
que la concentration de Hg non complexé par le thiosulfate variait entre 0 et 24 nM
(Tableau 3.6). Lorsqu’on a fait varier la concentration de thiosulfate entre 0 et 60 nM
dans les milieux C2 a C5, la complexation du mercure par le thiosulfate a provoqué
une diminution progressive du mercure pris en charge (Figure 3.8), tout comme dans
le cas ou le sulfate était présent dans les milieux d’exposition (Figure 3.7). On note
sur cette figure qu’a une concentration nulle de thiosulfate (et de sulfate), la prise en
charge du mercure semble moins élevée que dans ’expérience précédente (Figure 3.7

11,3 nmol Hg-m™), laquelle a été réalisée en présence de sulfate.
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Figure 3.8:  Effet de la concentration du thiosulfate dans les milieux d’exposition

sur la cinétique de prise en charge du mercure a concentrations
Hg(OH), variables et Hgr (24 nM) constantes en présence de
thiosulfate sans sulfate. Les barres d’erreur représentent |’écart-type
sur fa moyenne de trois mesures. Voir les tableaux 3.6 et 3.11 pour les

conditions d’exposition.




La quatriéme expérience a permis de mesurer simultanément (avec le méme lot
d’algues) la prise en charge par les algues du mercure complexé au thiosulfate avec et
sans sulfate. Dans les deux sous-expériences (avec et sans sulfate), le temps’
d’exposition était fixe & 15 min et la concentration nominale de mercure dans les
milieux d’exposition (MHSM-2) était constante a 158 nM. La concentration de Hg
non complexé avec le thiosulfate variait entre 42 et 158 nM. La complexation du
mercure s’est effectuée progressivement a travers les différents milieux d’exposition
en augmentant la concentration de thiosulfate (Tableau 3.7). Les deux expériences‘
suivent la méme tendance, celle d’'une diminution progressive du mercure pris en
charge par les algues, mais la prise en charge est moins importante en ’absence de

sulfate (Figure 3.9), cet effet étant davantage évident a faible [S;05].
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Figure 3.9:  Effet de la concentration du thiosulfate dans les milieux d’exposition

sur la prise en charge du mercure a concentrations de Hg(OH),
variables et de Hgr constantes (158 nM) e : en présence de thiosulfate,
mais avec sulfate et o : en p'résence de thiosulfate, mais sans sulfate.
Le méme lot d’algues était utitisé et le temps d’exposition fixé a 15
‘min. Les barres d’erreur représentent ’écart-type sur la moyenne de
trots mesures. Voir les tableaux 3.7 et 3.11 pour les conditions

d’exposition.
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La sixiéme expérience a permis de mesurer simultanément (avec le méme lot
d’algues) la prise en charge du mercure par les algues avec présence croissante de
sulfate. Le temps d’exposition était fixe a 15 min et la concentration nominale de
mercure dans les milieux d’exposition (MHSM-2) était constante a 30 nM.
L’augmentation de la concentration en sulfate de 0 a 160 nM (Tableau 3.8) n’affecte
pas la spéciation du mercure, qui demeure sous forme de Hg(OH), (Tableau 3.8).
L’ajout d’une faible quantité de SO,* ne semble pas augmenter I’accumulation de Hg
par les algues. Cependant, lorsque la [SO4*] passe de 80 a 120 pM, la prise en charge
augmente d’un facteur de 1,7 pour ensuite redescendre lorsque le niveau de sulfate

passe a 160 uM (Figure 3.10).
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Figure 3.10:  Etfet de la concentration de sulfate dans les milieux d’exposition sur la
prise en charge du mercure a des concentrations de Hgy nominales (30
nM) e : Hg intracellulaire o : Hg total mesuré pour chaque solution
d’exposition. Les barres d’erreur représentent écart-type sur la
moyenne de trois mesures. Voir les tableaux 3.8 et 3.11 pour les

conditions d’exposition.
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Figure 3.11:  Effet de la concentration de sulfate dans les milieux d’exposition sur la
prise en charge du mercure par les algues, préalablement incubées
dans un milieu de culture sans sulfate pendant 4 h, a des
concentrations de Hegr nominales (41 nM)
e : Hg intracellulaire. Les barres d’erreur représentent [’écart-type sur
la moyenne de trois mesures. Voir les tableaux 3.8 et 3.11 pour les

condttions d’exposition.

La septieme expérience a servi a évaluer si I’absence de sulfate dans le milieu de
culture, préalablement a la période d’exposition, pouvait augmenter la prise en charge
du sulfate et du Hg par cotransport. Le temps d’exposition étatt fixe a 15 min et la
concentration nominale de mercure dans les milieux d’exposition (MHSM-2) était
constante a 41 nM. L’augmentation de la concentration en sultate de 0 a 160 nM
(Tableau 3.8) n’aftecte pas la spéciation du mercure, qui demeure sous forme de
Hg(OH); (Tableau 3.8). On a pos¢ I"hypothese que ['absence de sulfate dans le milieu
de culture pendant une période de 4 h aurait stimulé la prise en charge du sulfate par
les algues (Yildiz et al., 1994) et par Cotrahsport celle du'Hg, mais il ne semble pas y

avoir de différence apparente dans le comportement des algues comparativement a
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Pexpérience six (ou il n’y avait pas de pré-incubation sans sulfate, Figures. 3.10 et

3.11).
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4.  Discussion

Comme mentionné précédemment, cette recherche avait initialement pour but de
définir ’effet de la complexatibn du mercure par le thiosulfate sur la biodisponibilité
de ce métal. Dés le départ du projet, il était important de réaliser les expériences de
prise en charge dans des conditions environnementales représentatives du milieu
naturel. La plupart des mesures de thiosulfate rapportées dans la littérature
scientifique ont été effectuées sur des sources hydrothermales, dans les milieux
marins ou dans les lacs salins; peu ont été réalisées en eau douce (Tableau 1.3). Le
premier objectif consistait donc déterminer la concentration réelle de thiosulfate dans

quatre lacs du Québec.

Par ailleurs, en ce qui concerne le role du thiosulfate dans le cycle biogéochimique du
mercure, nous voulions tester I’hypothése que le thiosulfate augmenterait la prise en
charge du mercure chez 1’algue verte Chlamydomonas reinhardtii. Ce ligand et le
sulfate partagent le méme systeéme de transport chez les bactéries (Dreyfuss, 1964;
Stahlmann et al., 1991; Sirko et al., 1995) et les algues (Hodson et al., 1968; Perez-
Castineira ef al., 1998). De ce fait, le complexe mercure-thiosulfate entrerait a
Iintérieur de la cellule par mimétisme via le méme transporteur membranatre et
ajouterait une voie d’accumulation a celles déja existantes (par transport facilité
impliquant un systéme de transport de métaux essentiels (Golding et al., 2002) ou par
diffusion passive (Mason ef al., 1996)). Afin de vérifier cette hypothese, nous avons
suivi la prise en charge de mercure sur une courte période de temps de moins de
30 min, en présence ou non de thiosulfate. Il s’agissait du second objectif de cette

recherche.
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4.1 Mesure de thiosulfate dans les lacs

En milieu naturel, l; S,05% est susceptible de se retrouver dans I’environnement via
la métabolisation des sulfates par les bactéries sulfato-réductrices (Jorgensen, 1990a;
Jorgensen, 1990b; Sass ef al., 1992; Van Gemerden, 1993). Il peut également étre
associé aux rejets anthropiques (Purcell et Peters, 1998; Vigneault et al., 2003). Pour
déterminer les concentrations en thiosulfate dans les eaux lacustres, nous avons eu
recours a une méthode de préconcentration de I’eau ¢chantillonnée (Druschel ef al.,
2003). Elle consiste en une élution séquentielle des ions sulfate et thiosulfate a partir
d’une résine échangeuse d’anions (a 1’aide d’un éluant de KCl 0,1 M et 0,5M
respectivement). Ce protocole & permis de lier les ions présents dans la solution
échantillonnée aux groupements fonctionnels de la résine afin d’obtenir un ¢luat
concentré. Avec cet éluat, on pouvait doser au chromatographe ionique de faibles

concentrations de thiosulfate.

A partir de la méthode originale, quelques modifications ont été faites afin d’adapter
la méthode de Druschel er al. (2003) a la réalit¢ des faibles concentrations
potentiellement présentes dans les lacs du Québec. En effet, cette méthode avait été
développée pour analyser des concentrations de thiosulfate présentes dans des sources
hydrothermales de 1'ordre de 50 uM (c’est-a-dire des concentrations de ~100X
supérieur aux concentrations que nous avons mesurées). Avec une solution
synthétique de faible concentration de thiosulfate, des ajustements ont été faits sur le
débit de passage de la solution échantillonnée (2,0 mL/min) et de [I'¢luant
(2 0 mL/min), sur la quantité¢ d’¢luant (30 mL) et sur le volume de la solution
échantillonnée (1 L) afin de maximiser le taux de récupération du thiosulfate (85 %).
L utilisation du KCI (0,1 M) initialement prévue par Druschel ef al. (2003) pour
récupérer le sulfate n’a pas été retenue. Le faible taux de récupération (60 %), méme
évec un grand volume d’éluant, nous a amenés a doser les sultates directement par
chromatographie 1onique sans préconcentration. De plus, [utilisation du
chromatographe ionique diftere de celle préconisée dans la méthode de Druschel ef
al. (2003), notamment au niveau de la colonne (AS18), du type d’é¢luant et de la

concentration de celui-ci (KOH 19 mM).
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Dans la colonne d’eau du lac Pink, on a détecté du thiosulfate a deux profondeurs
(027 uM 4 12,2 m et 0,49 uM a 12,4 m) par rapport a la profondeur totale de 19,8 m.
De plus, a 7,9 m dans la colonne d’eau du lac Holland (profondeur totale de 9 m),
nous avons constaté la présence de thiosulfate a une concentration de 0,5 uM. Dans
les deux cas, ces pics de thiosulfate se trouvaient situés, tels qu’anticipés,
immédiatement sous la thermocline, 1a ou Ioxygene est faible et les sulfures
apparaissent. La comparaison de ces valeurs a la littérature scientifique est cependant
difficile, peu de mesures en lac ayant été réalisées. Le tableau 1.3 indique que le lac
Pavin (Olive et Boulegue, 2004) et le lac Suigetsu (Kondo et al., 2000) ont été
échantillonnés pour mesurer la [S;057]. L’aspect méromictique, la présence de
sulfures et une anoxie dans la colonne d’eau de ces deux lacs semblent favoriser la
production de thiosulfate. Des similarités existent entre ces plans d’eau et ceux
échantillonnés dans le cadre de la présente étude, ce qui pourrait expliquer la présence
de thiosulfate dans deux des lacs visités. Dans le cas du lac Pavin, I’oxydation de la
matieére organique par les bactéries a lieu dans le sédiment par réduction des sulfates
et méthanogénese. Puis, la diffusion, a partir du sédiment, a entrainé un

enrichissement de thiosulfate des eaux du fond.

L’influence des bactéries sulfato-réductrices est également suggérée pour expliquer la
forte concentration en thiosulfate du lac Suigetsu. Les profils de thiosulfate et de
sulfures démontrent une variation similaire avec la profondeur, ce qui suggere un lien
entre les deux especes. Le S,0;% a vraisemblablement été généré par une oxydation
chimique et biologique du H,S débutant a I’interface oxique/anoxique (7-8 m) pour

atteindre un maximum a une profondeur de 15 m (Kondo et al., 2000).

Le lac Pink est également considéré comme un lac méromictique (Dickman, 1975;
Jones et al., 1984) et il contient une bactérie photosynthétique rose qui utilise le
sulfate (présente dans 1’eau profonde) au lieu de I'oxygene dans son processus de
transformation de la lumiére en énergie (Dickman, 1973). Ces deux éléments sont
similaires a ceux retrouvés au lac Suigetsu et expliqueraient la présence du thiosulfate

dans ce lac.
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Concernant le lac Holland, il n’est pas méromictique et est peu profond
comparativement aux autres lacs ciblés. Peu d’informations étaient disponibles sur ce
lac, autres que celles transmises par un autre groupe de recherche de 'INRS-ETE et
qui faisaient état de la présence d’une couche importante de bactéries sous la
thermocline. L’ action de ces bactéries, la présence de sulfures et une anoxie autour de
6 m expliqueraient le fait yqu’une concentration mesurable de S,03™ était présenfe a

7,9 m.

Les concentrations de thiosulfate des lacs Pavin et Suigetsu sont beaucoup plus
élevées que celles rencontrées dans les lacs Pink et Holland. Ce phénomeéne peut étre
attribuable a plusieurs facteurs. On peut spéculer que des concentrations de HoS de
I’ordre de 14 mM (lac Pavin) et 7 mM (lac Suigetsu), jumelées a une présence
bactérienne plus importante, auraient pu provoquer une augmentation de la

production de thiosulfate.

4.2 Prise en charge du mercure en absence de thiosulfate

Peu de travaux de recherche ont été menés relativement a la prise en charge du
mercure inorganique a la base de la chaine alimentaire. Des travaux faits sur la
bactérie Desulfobulbus propionicus (1pr3) ont démontré une prise en charge par
diffusion passive (Benoit er al., 2001b) tandis que Golding ef al. (2002) ont plutot
établi une prise en charge facilitée du mercure inorganique chez Vibrio anguillarum
et Escherichia coli. Chez le phytoplancton, Mason et al. (1996) ont mesuré
I"accumulation du mercure inorganique (sous forme HgCl,) par la diatomée marine
Thalassiosira weissflogii sur une période de 4 h. Leurs résultats ont démontré une
prise en charge par diffusion passive du mercure inorganique quand la concentration

de CI était> 107" M.

Nos travaux s’ajoutent aux recherches précédemment mentionnées. Dans un premier
temps, pour déterminer la prise en charge du mercure inorganique (sous forme
Hg(OH)») en absence de thiosulfate, nous avons réalisé des expériences de cinétique

avec un milieu d’exposition simplifié (avec sulfate), une concentration de Hgr fixe et
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de courtes périodes d’exposition (5, 15, 30 min). Les expériences de prise en charge
dans cette premigre partic n’ont pas été réalisées avec un lot commun d’algues.
Comme le démontrent les taux de prise en charge lorsque [Hgr] ~20 nM, il existe une
certaine variabilité¢ dans les valeurs de prise en charge mesurées dans des expériences
distinctes, avec des lots d’algues différents. Ceci confirme I'importance d’utiliser la
méme culture d’algues pour obtenir une comparaison valable (comparer les figures
3.3 et 3.4). Les expériences de prise en charge réalisées avec des algues devraient étre
généralement planifiées de sorte qu'un seul lot homogene de cellules soit utilisé
quand on doit comparer diverses modifications apportées aux milieux d’exposition
contenant les algues (Fortin et Campbell, 2000). Privilégier cette approche permet de
minimiser la variabilité intrinséque des algues et d’éviter une mauvaise interprétation
des résultats. La comparaison des résultats provenant de lots cultivés séparément
devrait étre mise en perspective et interprétée avec une certaine prudence. Afin de
pouvoir conclure sur une modification de traitement le plus justement possible, les

expériences ultérieures ont été organisées en utilisant des lots de cellules homogénes.

Les expériences réalisées en absence de thiosulfate font état de résultats cinétiques
(Figure 3.3) de prise en charge rapide et presque linéaire a 'intérieur du temps
d’exposttion de 30 min. Ce phénoméne a été observé également avec 1’Ag (Fortin,
2000) et le Cd (Boily, 2004). La combinaison de I’adsorption extracellulaire et de
I’absorption intracellulaire modifie 1’allure des courbes d’accumulation et masque
certaines tendances. En effet, I’adsorption des métaux aux surfaces algales étant
normalement un phénomene tres rapide (Bates et al., 1982), la mesure initiale de prise
en charge a ~5 min a tendance a s’écarter de ’origine lorsque la désorption du métal
est incomplete. La proportion de Hg adsorbé a la surface des algues (telle que
déterminée par extraction avec la cystéine) était élevée et se situait entre 44 et 68 %

de I’accumulation totale aprés 30 min d’exposition.

Initialement 'EDTA (107 M) a été utilisé pour la désorption du mercure sur les
parois algales. Ce choix a ét¢ motivé par les travaux de Hassler et al. (2004) qui ont
évalué I'efficacité de divers protocoles de désorption. Ces chercheurs ont considéré la

nature chimique du réactif utilisé pour effectuer la désorption, sa concentration
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(ex: une solution de 5 x 10° M d’EDTA) et I’effet du temps de contact entre ces
réactifs et les organismes biologiques. Cela leur a permis de déterminer la capacité
des différents agents, dont 'EDTA, a extraire les métaux adsorbés aux surfaces
biélogiques afin de bien distinguer la partie internalisée de la partie extracellulaire. Le
ligand employé doit avoir une forte constante de stabilité avec le métal a complexer et
étre en excés par rapport au métal. L utilisation d’un agent complexant requiert une
période d’optimisation adaptée a I’organisme et aux conditions expérimentales
particuliéres. Récemment, une concentration de 10° M a 10° M d’EDTA a été
utilisée pour distinguer la partie internalisée de la partie extracellulaire lors

d’expériences de prise en charge du Cd par ’algue C. reinhardtii (Boily, 2004).

Dans la présente étude, le prolongement des courbes a la figure 3.3 met en évidence
I’inefficacité de ’EDTA a I’étape de désorption du Hg li€ a la surface des algues. En
conservant ’EDTA comme agent pour enlever le Hg présent a la surface cellulaire,
on risquait de surestimer la prise en charge du mercure par les algues. La cystéine
(100 mM a pH 9) a été utilisée dans d’autres travaux en cours a I'INRS-ETE. Le
choix et la facon d’utiliser la cystéine répondent aux critéres énumérés par Hassler et
al. (2004). Elle posséde une bonne affinité avec le mercure (log K= 37.8;
log B,=44), elle a été utilisée en excés tant en quantité qu’en concentration et on a
démontré que dans le méme contexte expérimental, le complexe Hg-cystéine n’était

pas métabolisable par C. reinhardtii (section 3.2.2).

Toutes les expériences sauf une ont été effectuées avec l’agitatioﬁ des Erlenmeyers
sur une plaque agitatrice (section 3.1.3). Normalement, I’agitation n’a pas d’effet sur
la prise en cHarge d’un métal (Fortin, 2000) parce que le transport du métal en
solution vers la membrane cellulaire ainsi que la complexation de surface se
produisent rapidement (section 1.3.1). La prise en charge du métal (c'est-a-dire, son
transport transmembranaire) est "étape limitante, étant plus lente que la phase de
transport en solution et fa complexation de surface. Si, par contre, |’étape lente est le
processus de transport de la solution vers la surface algale, alors 1"agitation de la
solution d’exposition peut étre un facteur important dans la mesure ou 1’épaisseur de

la couche non mélangée autour de chaque cellule peut étre amincie.
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