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TNTRODUCTION

Le cadmium, isolé en 1818 par STROHMEYER, étai t  déjà ut i l isé dans

ltant iqui té en bi jouter ie (points de soudure) car i l  abaisse la température de

I to r  en  fus ion .  Au XfXe s ièc1e,  on  1e  re t rouve sur  1a  pa le t te  des  pe in t res ,  de

VAN GOGH en particulier, et il est vraisemblable que 1e 'rchamp de bIé aux

corbeauxrr lu i  doi t  ses oranges lumineux et tourmentés. Plus récemment,  la

to i le ' rUp cadmiumrrde  K.  NOLAND témoigne de  l ru t i l i sa t ion  du  cadmium dans la

product ion de pigments.

Ut i l isé au cours des siècles précédents, dans Ie domaine des arts,  le

cadmium t ient,  de nos jours, une place de premier plan dans certaines

technologies de pointe :  aéronaut ique, éIectronique, télécommunicat i-ons,

na tér ie l -  m i l i ta i re  e tc . . .

Au service des arts et de la technologie, le cadmium nren const i tue pas

moins un sujet de préoccupat ion pour Ies hygiénistes et les toxicologues. 0n

Iui  doi t  l tun des premiers accidents l ié aux problèmes des pol lut ions,

consécut i fs au développement industr iel  intense des pays développés au cours

du XXe sièc1e :  Ia maladie dtf tai- I tai  au Japon. Cette maladie, assimi l-ée à

une ostéomalacie a frappé plus de 200 personnes. El1e i l lustre le caractère

bioaccumulateur du cadmium, ses capacités de transmission dans 1es chaînes

trophiques via Ia nourr i ture et Ie r isque de déséqui l ibre des écosystèmes qui

peut en résulter,  conpte-tenu de sa toxici té élevée. La nenace est drautant

plus sér ieuse que le cadmium est un méta1 très largement dispersé dans

Irenvironnement et que son taux de recyclage est faible.  Ceci expl ique que ce

dérivé soi t  parmi les toxiques les plus étudiés actuel lement sur le plan

ce l lu la i re .
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Nombre de ces recherches concernent les organismes animaux et beaucoup

sont or ientées vers 1tétude de la synthèse de métal lothionéine induite par

I t intoxication cadmique.

Nous nous sommes, pour notre part ,  intéressés à l ract ion du cadmium sur

les algues unicellulaires, Chlorella vulgaris. Les algues, organismes

représentat i fs des producteurs pr inaires, const i tuent un mai l lon essent iel-  des

écosystènes hydriques. El , les sont capables de f ixer et de concentrer les

nétaux présents dans les eaux. Au cours de ce travail, nous avons mis en

évidence Ia toxicité du cad.mium sur Ia croissance des populations algales et

axé plus spécifiquement notre recherche sur les facteurs qui influencent

lradsorpt ion et l rabsorpt ion du cadmium chez la chlore11e, ainsi  que son

impact sur un système de transport actif de la membrane plasmique alga1e. La

compréhension de ces phénomènes, en dehors de leur intérêt au plan

fondamental, peut sravérer utile dans le cadre du traitement des pollutions et

des récentes perspect ives offertes par I tut i l isat ion des algues dans

1'épurat ion des eaux usées domest iques et industr iel les.
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CHAPITRE I : DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

I.1 - I.e cadmiun dans lrenvironnement.

La présence de cadmium dans I tenvirorunement est due à des

phénomènes naturels et anthropiques.

Lror igine naturel le du cadmium dans Ia biosphère provient

surtout de l tact iv i té volcanique, mais aussi  des feux de forêts,  des

poussières soulevées par les vents, des embruns marins, de 1a végétat ion

et évidemment de 1rérosion (éol ienne ou aquat ique).  Le cadmium est,  en

effet,  présent dans Ia croûte terrestre à Ia concentrat ion de 0r 18 ppm.

Ce méta1 ntexiste pas à l tétat pur dans la nature mais le plus souvent

dans des minerais de zinc. Les minerais de zinc cadmifères const i tuent

dtai l leurs la pr incipale source industr iel le de cadmium.

I .1 .1 .  -  Produc t ion  e t  consommat ion

La product ion du cadmium est l iée à cel1e du zinc (95 %) et,

dans une moindre mesure, à ce11e du plomb et du cuivre (5 %). Pour une

tonne de zinc produiter oo obt ient 3r4 kg de cadmium. Iâ quant i té de

cadmium produite a considérablement augmenté au cours de XXème siècle :

de quelques dizaines de tonnes par an, Ia production annuelle nondiale

est de l rordre de 13.000 à 14.000 tonnes par an (pay" à économie dir igée

non compris) et elle ne varie plus guère ciepuis quelques années.

Les principales utilisations du cadmium sont résunées dans le

Tableau I .  Les project ions fai tes à part i r  de divers indicateurs

économiques, montrent 9ue, si Ia demande globale de cadmium sera peu

nodif iée dans le futur,  les ut i l isat ions ,  Par contre, vont changer '  Les

secteurs capables dtaccroître leurs besoins en cadmium, sont les

fabrications de batteries (caùnium-nickel) et de pigments (HISCOCIç,

lgg3) .  Draut res  u t i l i sa t ions ,  encore  peu impor tan tes ,  seron t  l iées  au

développement des ' rnouvel les sources drénergierr.  11 en est ainsi ,  par

exemple, du sulfure de cadmium qui entre dans Ia composition des cellules

photovoltaîques et des barres de cadmiun (métal)  ut i l isées dans Ie

contrôIe des réacteurs nucléaires par sui te de leur grande capacité

d tabsorp t ion  des  neut rons .
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I .1 .2 .  -  Sources  de  cadmium dans l tenv i ronnement .

L' ident i f icat ion qual i tat ive des sources ne pose guère de problèmes.

Certaines données quant i tat ives sont beaucoup plus di f f ic i les à obtenir

e t  nécess i ten t  de  fa i re  un  cer ta in  nombre  dres t imat ions  (ac t iv i té

volcanique par exemple).  Ceci expl ique que, même à une échel le locale ou

régionale, i l  est di f f ic i le de dresser un bi lan exact des f lux de cadmium

vers Irenvironnement (air ,  eaux, sols).  Ce type de bi l -an a, néanmoins,

été dressé à 1téchel le de la Communauté Européenne par type d'act iv i té

anthropique.

Le tableau I I  permet drobserver quer Pour ce qui est de

I 'Europe, plus de 3.000 tonnes de cadmium sont rejetées dans

lrenvironnement :  88 % de ce tonnage contamine 1e sol,  tandis que

seulement 8 % et 4 % se retrouvent respect ivement dans lreau et dans

ltair  (mais, 1es apports de cadmium aux écosystèmes aquat iques sont

incomple ts  e t ,  pour  ce t te  ra ison ,  sous-es t imés) .  Les  pr inc ipa les  sources

de contaminat ion sont Ia product ion de fer et  dracier pour l rair

(20 %), les déchets municipaux pour 1e sol  (M %) et 1a fabr icat ion

de produits contenant du cadmium pour Ies écosystèmes aquat iques

(+o %).

Lrindustr ie proprement ai te du cadmium (product ion de zinc

et de cadmium, product ion de matér iaux contenant du cadmium) contr ibue à

moins de 14 % ae trapport  total .  Toutefois,  les produits f in is de cette

industr ie (pigments, stabi l isateurs, pi les) vont const i tuer,  à terme, une

grande part ie du cadmium contenu dans les décharges municipales.

En déf ini t ive, Ia quant i té annuel le qui at teint  l renvironnement

(S+tS tonnes) représente à peu près /0 % ae Ia quant i té produite en

Europe et 50 % de Ia quant i té consommée. Quant aux sources de

contaminat ion, el les sont mult ip les. Les rejets aquat iques des pet i tes

entreprises de cadmiage sont di f f ic i les à maîtr iser,  de plus, de

nombreuses  u t i l i sa t ions  sont  d ispers ives ,  c 'es t -à -d i re  qu te l les  se

prêtent mal à un recyclage. FULKERSON et aI.  (L973) ont ainsi  employé le

terme de ' rdissipated element" pour 
' résumer 

le sort  du cadmium dans

lfenvironnement,  où moins de 10 % sont recyclés (pr incipalement dans Ia

fabricat ion des pi les )  .
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Sources

Conpartinents

AIR soL EAU

Activité volcanique

Production de métaux

zinc et cadmium

cuivre

plonb

ferreux

Production de natériaux

contenant du cadmiun

Production

Combustion

charbon

fuel

de fer et  dracier

et lignite

Ordures nunicipales

Boues

Engrais phosphatés

20

20

6

7

3

34

8

0 '5

31

2

NI)

200

15

40

9o

349

390

14r  s

r434

130

346

NI)

50

NI)

20

108

NI)

NI)

ND

33

6z

TOTATIX

POURCB'ITAGES

13  1 ,5

4

3008,5

88

273 x-

8 v.-

lableau II : Apports annuels (en tonnes) par type dractivité par les
différents compartiments de Irenvironnement rreuropéentl

d 'après HUTTON, 1983)

x Quantité totale et pourcentage sous-estimés. ND = non déterniné.
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r .1 .3 . -  Concentrat ions trouvées dans lrenvironnement.

Les concentrat ions,

mi l ieux non contaminés, sont

habituel lement observées

rassemblées dans Ie tableau

dans di f férents

I I T .

Tableau fff : Concentrations

non contaminés

observées dans Ies

de l tenvironnement

différents compartiments

( d ' a p r è s  K O R T E ,  1 9 8 3 ) .

I . 1 . 3 .1 .  - Concentrat ions de cadmium trouvées dans lrair  :

Le cadmium dans I tair  ambiant se présente, pr incipalement,  sous

forme droxyde de cadmium CdO ou associé à des part icules.

Les concentrat ions moyennes annuel les, dans les zones rurales,

sont plus faibles que dans 1es zones habitées :  aux Etats-Unis,  en 1969,

Ies valeurs al laient de 6 à :6 
"g/r# 

dans les plus grandes vi l les. En

Europe, les concentrat ions urbaines sont à peu près ident iques (Z à 5O
a 1

nC/mJ ) . La valeur extrême de 352 ng/f a été trouvée dans le district de

1a vi l le de Kisako, âu Japon. La proximité dr industr ies pol luantes est

déterminante :  à 100 mètres drune usine suédoise, on trouve 600 ng

Cd/tê tandis qurà J00 mètres, on nren trouve plus que la moit ié (FRIBERG

et aI.  ,  1976) .

Le cadmium, présent dans lrair ,  peut être mesuré indirectement

par l ranalyse des mousses et des feui l les de végétaux (nÛfnfNC et TYLER,

lg73).  A cet égard, la contaminat ion par les automobi les près des

autoroutes, est s igni f icat ive et diminue exponent iel lement evec la

d is tance (MANKoVSKA,  1977) .

Compartiment Domaine de concentrat ions

Air 0 ,1  -  5  ng / t3

Eaux douces

Eaux de mers

.  zônes  cô t iè res

. pleine ner

0,05 - 2 Vs/t

)  o,o5 Fe/r
0rO1 -  Or t  1 tg / I

SoIs 0,01 -  t  ng/Kg
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T.1 .3 .2 .  -  Concent ra t ions  de  cadmium t rouvées  dans  1es  écosys tèmes

aquat iques :

Dans lrenvironnement aquat ique, le cadmiurn peut exister sous

diverses formes ;

1 )  adsorbé sur des part icules en suspension

2) Ii.é aux sédiments

3) f ixé par les organismes aquat iques

4)  en  so lu t ion .

Dans les eaux naturel les, l tadsorpt ion sur les nat ières en

suspension augmente avec le pH, mais diminue avec la force ionique (crest

à dire, avec la sal ini té).  Ce dernier effet  va créer une di f férence dans

le comportement du cadmium entre Ie mi l ieu duIçaquicole et le mi l ieu

marin.

(1) Dans les eaux dgqces, la quant i té de cadmium en solut ion dépend

de la présence de matières en suspension, qui  const i tuent les si tes

de f ixat ion préférent iels du métal  (CHEN et al . ,  t974, KUBoTA et

a I . ,  1974)  .

Les pr incipales espèces dissoutes du cadmium sont Ies ions

Cd ou les complexes avec les acides humiques (Tableau IV).

Tableau IV :  Pourcentages calculés des di f férentes espèces

dissoutes du cadmium en eaux douces (Ies

données de GARDfNER sont les moyennes de 1 1

échant i l lons  d i f fé ren ts ) '

Pr incipales esPèces

dissoutes du cadmium

Références

GARDINER

Qe74)

LONG et ANGINO

Ge77)

MANTOURA et a1.

(  1978)

cd ++

C d  C H -

cd co3
Cd-humus

52,8

J t  I

l 1 r 5

2 2 , 1

90
5
1

90

4
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Les concentrat ions de cadmium total  retrouvées dans les eaux

douces sont extrêmement var iables. En pr incipe, el les vont de 0r05 à

2 yg/L (cf .  Tableau I I I ) ,  mais certaines dorurées de la l i t térature trop

é1evées doivent être pr ises avec circonspect ion dans la mesure où les

auteurs nront pas suff isamment prêté attent ion aux problèmes de

contaminat ion. LAXEN (1984) est ime que 1e seui l  de base est de O,5 Ig/ I

et  qurune concentrat ion supérieure révèl-e, soi t  une erreur de dosage,

soit  une source de pol lut ion.

Des concentrat ions importantes de cadmium peuvent se retrouver

dans certains rrcours d t  eaurr à proximité des l ieux de product ion de

zinc et de cadmium, puisque la concentrat ion dans les eff luents

industr iels peut atteindre 1000 mgrl l .

Les sédiments des r iv ières const i . tuent un modè1e d'étude

intéressant.  Lraugmentat ion des teneurs en cadmium peut être rel iée à

lraugmentat ion décennale de la product ion de métal  au cours de 1a période

1900-1970 ( f igure  I  ) .  Pour  aucun au t re  méta l ,  l renr ich issement  n ra  é té

aussi élevé dans les sédiments du Rhin infér ieur entre 1959 et l97O

( snr,ouotts et aI. , t98z) .

(Z) Oans les estuaires, la spéciat ion du cadmium dépend de 1a sal ini té

( f i g u r e  2 ) .

(3 )  Dans I 'eau  de  mer ,  I tadsorp t ion  du  cadmium sur  les  par t i cu les  es t

négl igeable (SIt" tpSOtl ,  1981) et le cadnium existe pr incipalement sous

forme dissoute.Les seufs composés inorganiques suscept ibles de jouer un

rôIe, sont 1es hydroxydes de manganèse (vAN DER IIIErJDB'I, 1976)-

Le cadmium dans lreau de mer se trouve essent iel lement sous

forme de chlorocomplexes Cd CI 
+ et Cd CI2 ,  alors que Ie cadmium l ibre

ne représente  qurenv i ron  z  % du to ta l  (Tab1eau v  ) .

t

En pleine mer, les concentrat ions rrnormalesrr sont généralement

b a s s e s ,  d e  l r o r d r e  d e  0 , 0 1  à  0 , 1 0  l g  C d / f  ( c f .  T a b l e a u  I I I ) ,  p l u s  f a i b t e s

dans I 'Océan At lan t ique que dans  l r0céan Pac i f ique .  Ma is  les  rég ions  1es

p lus  exposées sont ,  év idemment ,  Ies  es tua i res  e t  Les  ba ies  t rès  enc lavées

et plus généralement des zones si tuées près des côtes. Les teneurs nroyen-
nes varient de o,73 à 3ro8 7rg/1 près des côtes françaises, toutefois une
valeur extrême de 29 lg,/]- a été atteinte à Dunkerque (fnnVOt, lgTg).
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Tableau V Pourcentages des espèces dissoutes du cadmium en

eaux de  mer .

I l  faut aussi  noter que 1e cadmium déversé dans l-es mers

provient autant de I 'atmosphère que des r iv ières (PRESTON, 1978) et que

son temps de résidence, crest-à-dire Ie temps au bout duquel le cadmium

est  é l im iné  par  séd imenta t ion ,  es t  de  1 ,75 .10r  années (S IMPSON,  1981) .

({)  Ltétude de la f ixat ion du cadmium par 1es organismes présents dans

les écosystèmes aquat iques nécessite de grandes précaut ions quant à la

méthodologie et à Ir interprétat ion des résultats (BUTLER, 1973).

,Les nicroorganismes et Ie plancton reorésentent I' lne surface

très importante capable de f ixer le cadmium. 11 est di f f ic i le de

déterminer la teneur en cadmiun drune espèce, voire dtune catégorie

drorganismes du fai t  de l t impossibi l i té de préIever spécif iquement

ceux-ci  dans lrenvironnement.

Les concentrat ions retrouvées dans le plancton de certains lacs i tal iens

ne sont pas systématiquement fonct ion de Ia tai I le des organismes

(Tab leau VI ) .
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Concentrat ions de cadmium

sèche dans ie plancton

pré levé  à  I 'a ide  de  f i le t

pg/g de matière

deux lacs  i ta l iens ,

mai l les  d i f fé ren tes .

en

d e

de

Principales espèces

dissoutes du cadmium

ZIRIN0 et

YAMAMOTO

( rg lz )

DYRSSEN et

!ÙEDBORG

(re74)

SIBLEY et

MORGAN

(t97 7)

LONG et

ANGINO

(1977)

cd**

Cd chlorocomplexes

autres

2 1 6

95,8
L r 6

1 r 8

94,6

3 1 6

2 1 6

96,3
L ' l

2

96
2

Concentrat ions
de cadmiurn

Plancton
<76 Fn

Plancton
1.126 yn

Lieu Référence

mln. -  max. 6,4  -  L6 6 ,5  -  39 Iac Majeur BAUDO

et  a I .

(  1981  )
movenne 8 r3 7 'L Lac Mergozzo

Tableau VI
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En mil ieu marin, le plancton prélevé près des

par des concentrat ions maximales supérieures à

pleine mer (Tableau vrr)

cô tes ,  s€  carac tér ise

ce l les  observées  en

Phytoplancton Zooplancton Lieu Référence

o,4  -  6 ,5 0,8  -  9 ,6 Baie de Monterey

(Cal i fornie )

MARTIN et

KNAUER

( roz r )

L r O  -  2 , 2 1,9  -  3 ,5 Pacifique Est

Tabl-eau VII : Concentrations de cadmiun en pg/g de matière sèche dans l-e

phytoplancton et Ie zooplancton préIevés près des côtes

(Baie de Monterey) et en pleine mer (Pacif ique est) .

Quant aux algues et macrophytes, WHITTON (1984) a parfaitement

résuné Ies avantages potent iels de l -eur ut i l isat ion comme indicateur

biologique quant i tat i f  .

En eaux douces, 1es algues f i lamenteuses en part icul ier 1es Cladophora

ont été très étudiées pour diverses raisons (tai l le,  abondance, ubiquité,

prélèvement spécif ique).  Les concentrat ions retrouvées .chez C. glomerata

provenant de di-verses r iv ières bavaroises var ient de Or05 à 22,93 ye Cd/S

(nORStNfn et hI ITTMANN, 1983).  Les macrophytes du Lac Majeur ont des

teneurs var iant de 0r2O à 9160pg Cd/g de matière sèche :  en part icul ier

Nymphaea et Ceratophyllum se caractérisent par des teneurs moyennes

respect ives de 0,JJ et 3,93 yS Cd/e (GOMMES et MUNTAU, 1981).

Les alsues marines tel Ies oue Fucus vesiculosus préIevées à di f férents

endroi ts du rrSoundrr,  entre le Suède et Ia Danemark, ont des concen-

trat ions moyennes variant de 1,9 à 3,9 ytgCd,/g de matière sèche (PHILLIPS,

1979) .  une au t re  espèce de  Fucus  (F .  ser ra tus) ,  p ré levée dans  les

eaux supposées non pol luées drAngleterre, se caractér ise par une

concentrat ion moyenne de 0r3 pg Cd/S de matière sèche, mais dans

Ies eaux contaminées, cel le-ci  peut atteindre 53 lg Cd/e (mlfHnnLAnn

et BURTON, 1974)



Pour les crustacés et

entre certains grouPes

de ner ( tableau VII I)et

10 ue Cd/g.
/ '
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mol lusques, des di f férentes nettes existent

taxonomiques, tant en eaux douces quren eaux

les concentret ions peuvent quelquefois dépasser

llilieu Organismes testés
Concentrations

de cadmiun
observées
(noyenne)

Référence

eaux

douces

Unio mancus (bivalve)

Viviparus ater (gastropode)

15,70

0 ,7  5

G0MMES et

MONTAU,

1976

eaux

marines

Euphosiacés

Copepodes

Arnphipodes

|  '57
9 ,19

21 r44

HAI"IANAKA

et MfSHII{4,

1981

Tableau VIff : Concentration de cadmiun (en yS/e de matière sèche) dans

comme Ie canal de Bristol  (C.8. )  ou

des concentrat ions extrêmes ont été

1120 Ig Ca/e de matière sèche chez

maximum observé (StnyfEn et NICKLESS,

certains nol lusques dreaux douces (Lac Majeur) et

divers types . de crustacés marins (Pacifique Nord) '

Les animaux marins prélevés près des côtes et dans les estuaires

se caractér isent par des concentrat ions également très éIevées '  Cette

accumulation inportante résulte drune part, de Ia contamination éIevée

de ces zones soumises aux rejets industr iels €t,  drautre part t  de

Ia noindre sâlinité des estuaires qui favorise lraccumulation- Par

exemple, Ia concentration de cadmiun chez M]'tilus edulis prélevé

dans les si tes non pol lués des eaux scandinaves eugmente de 0r5 à

5,3 Ie Cd/e de matière sèche lorsque la salinité dirninue de 30 à

6 o/oo (PHrLrrPS, L977, 1978).

Dans les régions très exPosées

'a  ba ie  de  Tasmanie  (N.2 .  ) ,

retrouvées chez Ies mol lusques,

Nucella lapillus semble être Ie

1974) .



- 21  -

Drune man ière  généra le  les  po issons ,  qu ' i f s  so ien t  pé lag iques  ou

benthiques, vivant dans les eaux douces ou dans l-es eaux marines, sê

caractér isent par des concentrat ions 5 à 20 fois plus basses gue cel les

de leurs proies (pas de biomagnif icat ion apparente).  Dans un 1ac

contaminé (Lac Palest ine, Indiana),  les concentrat ions de cadmium

moyennes varient de 0r10 à 0,21 yg/E de matière sèche, Ie maximum trouvé

dans un poisson étant de 0,{{  ys cd/s ( tqunpHy et af . ,  t978).  Les

concentrat ions de poissons marins provenant du Pacif ique Nord, observées

par HAMANAKA et MISHIMA (t98t) ,  sont du même ordre de grandeur.

I .1 .3 .3 .  -  Concent ra t ions  de  cadmium t rouvées  dans  les  écosys tèmes

t e r r e s t r e s :

Le sol-  const i tue un mil ieu très complexe, car très hétérogène,

où Ie cadmium peut être soi t  en solut ion dans lreau interst ic iel le,  soi t

f ixé sur des part icules pr incipalement composées de col- Ioïdes (argi les,

mat iè res  humiques) ,  ou  d 'hydroxydes  de  fe r ,  de  manganèse e t  d ra lumin ium.

Le cadmium peut être également présent sous forme de précipi tés

inorganiques insolubles (sul fure, phosphate ,  carbonate ) .  Par contre, i l

existe de grandes incert i tudes quant à l r importance de la complexat ion du

cadmium par l-a matière organique du sol donnant lieu à des complexes

organométal l iques insolubles. Le facteur le plus important qui  va inf l -uer

sur Ie comportement du cadmium est Ie pH (CHANEY et H0RNICK, L978). La

diminut ion du pH staccompagne drune augmentat ion de Ia solubi l i té du

cadmium. Les phénomènes de sorpt ion vont évidenment jouer sur la

distr ibut ion du cadmium entre Ia phase dissoute et la phase l iée.

Les concentrat ions moyennes de cadmium dans le so1 varient

de  0 ,01  à  1  mg/Kg.  Cer ta ins  so ls  r i ches  en  phosphor i tes (u t i l i sées

pour Ia fabr icat ion dtengrais phosphatés) peuvent en contenir  jusqutà

900 mg/Kg.

Quelques concentrat ions très

non lo in  de  cer ta ins  s i tes  indus t r ie ls ,

drune mine de plomb et de zinc (DAVIES et

à 1700 mgzÏQ arx alentours dtune fonderie de

éIevées ont été observées

supérieures à 540*71ç* près

ROBERTS, 1975) et supérieures

2inç (BUCHAUER, t973).
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Les teneurs en cadmium de divers végétaux recuei l l is sur des sols
supposés f 'non pol luésrr sont infér ieures à 1 yS Cd/S de matière sèche et
souvent plus faibles que 0r1 Fg cd/s. ,  mis à part  les champignons et
cart ins légumes comme 1es épinards et le cresson (pnronsow et ALLSWAy,
1979).  A cet égard, 1es concentrat ions de cadmium de 200 échant i l - Ions de
Iégumes di f férents sont compris entre 0r01 et or2z }g cd/s de matière
sèche avec une moyenne de 0r0{ ( tHOt"f iS et aI . ,  lgT})r  ce ( Iui  est
cornparable à cel le dtéchant i l lons de r iz prélevés d,ans 22 pays :  0r02Ç ;rg
Cd/e (PETERSON et ALLOWAY, lgTg). Les concentrations de cadmium
retrouvées aux alentours des si tes contaminés sont généralement
supérieure's à sgl les observées dans les si tes rrsupposésr indemnes de
pol lut ion :  tout part icul ièrement,  1es l - ichens mult ipl ient leur teneur
par un coefficient all_ant de 225 à 720 (pnrrnsox et ALLOI{Ay, tgTg).

Parmi l -es plantes suscept ibles de jouer un rô1e de vecteur,
Ie  r i z  a  fa i t  1 'ob je t  de  nombreux  cont rô les  e t  dans  cer ta ins  s i tes
pol lués du Japon, Ia concentrat ion moyenne est de l r41 ys cd/s de
matière sèche soit  environ J0 fois plus que la concentrat ion normal-e
(0,029 Æ/ù. Les concentrat ions retrouvées dans des échant i l lons de bl-é
suédois provenant du même endroi t  ont doubré entre 1916 et lgTz
(KJELLSTROM et al . ,  tgTg ce qui témoigne de f  imprégnarion des
écosys tèmes te r res t res .

Ï .1 .3 .4  -  Prév i -s ions  des  concent ra t ions  de  cadmium dans l renv i ronnement

Lru t i l - i sa t ion  de  modèIes  permet  de  prévo i r  I révo lu t ion  des  concent ra t ions
dans f ra i r ,  1e  so l  e t  1es  séd iments  f luv iaux  e t  lacus t res  ( f igure  J ) ,  en
fonc t ion  des  concent ra t ions  de  cadmiun passées  e t  ac tue l les ,  des  appor ts ,
des  f lux  d run  compar t iment  à  1 'au t re .  A ins i  en  tenant  compte  de
Itévol-ut ion future de Ia consommation mondiale et des normes suscept ibles
d'être adoptées, le modèl_e de VAN ENI( ( tgt3) prévr i t  une st lbi l isat ion
des concentrat ions de cadmium dans Irenvironnement.
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Figure J :

I . 1 . 4  -  N o r m e s  a c t u e l l e s .

I . 1 . 4 . 1 .  -  A i r  ( m i l i e u  p r o f e s s i o n n e l )

Le groupe d'étude de l tOMS (1979) recommande de rester en

dessous des valeurs de :

- 20 ye/n3 po,r" une exposition à long terme

- 250 yg/n3 pour une exposition à court terme.

Actuellement, Ies concentrations maximal-es admissibles au:K

Etats-Unis (qui srappl iquent généralement à tout Ie monde occidental) ,

dist inguent 1es fumées dtoxyde de cadmium qui ne doivent pas dépasser J0
t ?

pg/nc  en  va leur  ins tan tanée,  e t  les  pouss iè res  de  méta l  e t  de  se ls  de

cadmium qui ne doivent pas dépasser cette même valeur de Jo yg/m , mais

en valeur moyenne.

I  . 1  . 4 . 2 .  -  E a u x

11 faut rappeler que

étab l ie  par  la  CEE ( t976)  dans

pol luants pr ior i taires établ ie

Ie cadmium fai t  part ie de Ia l iste I 'noire[

sa  d i rec t i ve  cadre  e t  de  la  l i s te  des  129

par I  'EPA ( t979) ,
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Scctcua
indurtricl (r) Unitê dc mcsurc

Vrlcurr lirnitcr
I t€spcslGt
I punir du

r jrnvicr l98l l -  junvicr
19te ()

l. Ertnction du ziuc, rrfliougc rlu plomb ct,
du zinc, intluotric dcc nrôtaur non fcirÊut
ct du cudnriurn mêtûlliquc

plilligramnrer dc cadnrium par litrc rcjcré 0.3 (!) 0.2 (r,

2. Flbricution dcs composès dc crdmium Milligrummcs dc cadmium par litrc rcjctê 0,5 c) 0,2 1t;

Grammcs dc cadmium rcjcrê par kilo-
grammc dc cadmiurn trairê 0,5 c) (r)

3. Flbricadoo de pigmentr Milligrammcs dc cadnrium par litre rcjctê 0,5 (r) 0,2 (r)

Grarnmcs dc cadmium rejcté par kilo-
gramnrc dc crdrniuru truité (r,l (.|) ( t )

4. Fubricadon dcr stabilisants Milligrornmcs dc cadmium par litre rcjetê 0,5 (r) 0.2 1t;

Grammcs dc cadmiunr rcjctè par kilo-
trirrnrnc dc cadrniunr triritê 0,J(., ( t )

5. Fsbrication dcr brtterics primaircs ct
Eccondrircs

lvlilligrammcs dc cadmium par litrc rcjcrê 0,5 (r) 0,2(,,

Grammcs dc cadmium rcjcté par kilo.
grammc de cadnrium traitê l,5 ({) ( t ,

6. Èlcatodêposition(c) Mil l igrammcs de cadmium par l i t rc rcjctê " 0,5 () 0,2 (r)

Grammcs dc caCrniunr rcjctê par kilo.
grFmmc dc cadmiunr traitè 0,3 (') (r)

?. Fubrication dc l'rcidc phosplroriquc ctlou
d'cngruis plrosphlrês â panir dc rochc
phosphrtéc (r)

(1) Pour lcs scctcurs industricls qui nc sont pas mcntionnés duns lc prêsçnt tablcuu, lcc vrlcurs limites sotrl lirëcs cn
cas dc bcsoin pur lc Conscil A un stadc ultèricur. Entrc-lcmps lcs Etutr mcmbrcg lircnt rlc manièrc aulonontc,
conformêmcnt ù la dircctivc 76/464/CEE, dcs normcs d'émission pour lcs rcjcts dc cudmiun. Ces nornrcs doivcnl
tenir comptc dcs nrcilleuru moycns tcchniqucs disponiblcs ct nc rloivcnt pu ftre moios rtrictes quc h vllcur linritc
la plus compirrûblc coolcnuc duns lu prérente snncrc.

(l) Sur lu basc dc I'cxpêricnce acquisc lors dc l'rpplication dc h prêscntc dircctivc, ls Commisrion préscnte lu Corrscil.
en upplicltion dc I'srticlc 5 p:rragruphc 3, cn tcmps utilc, des propositions syunt pour but dc lixcr dcs vuleurs
linritcs plus rcstrictivc en vuc dc lcur cntrêo en vigucur pour 1992.

(l) Conccnrration moycrrnc mensuello cn cadmium total pondérè sclon lc Cébir de l'cf0ucnt.
({) Moyenne mcnrucllc.
(t) ll cst pour lc uronlcnt itnpossible de fircr lcr vsleurr linritcs crprimêcr cn poids. læ Conscil lirc ccs vllcuru lc cur

échèant corumc lc prèvoit I'lrticlc t paragruphc 3 dc la prèscntc dirccrivc. Si lc Conrcil nc fire pas rlc vulctrri
linrites, les vlleurs crprimëes cn poids figurunt dans la colonnc n l:r janvicr 1986 r sont muintcnucs.

(6) trs États nrcnrbres pcuvcnt suspcndre jusqu'au tr. janvicr l9E9 l'application des valeurs linritcs pour lcs
ëtublisscnrcnts nc rcjctunt pus plus rlc l0 kg de cgdnriurn par ûn ct dont l'cnrcmblc dcs cuvcs d'êlccrrodépo:irion
représcnte un yolunrc inféricur | 1.5 nrl, lorsquc ls situation tcchniquc ou rdruiuistrutivc rend ccllc rrrcrurs
lbsolument nêccsslirc.

'  (?) Au stade actucl,  i l  n 'cr istc pas dc mètlrodcs tcchniqucs valablcs sur lc pl ln êconomique qui permettcnt d'crtroi.c
. systémrtiqucnrcnt lc cudmiuur des rejcts rêsultlnt dc la producrioo rl'acidc phosphoriquc ctlou d'cngrais phosphrtcr

i plnir de rochc plrosphatèc. Aucuuc valcur linritc n'u donc ètê firée pout oÊi rejcts. L'ubscncc dc ces valcrrri
linritcs nc dégugc pus lcr Etlts 5lcmbrcs de lcur obligation. iru titrc de lr dircctivc 76y'464/CEE, de l-trcr dcs rtorntc'
d'èrnission pour ccr rcjcrs.

Tableau IX :  Valeurs l imites et délais f ixés pour Ie respect de ces valeurs

(cnt r ,  1983) .
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(1 )  Re je ts  indus t r ie ls  e t  eaux  super f i c ie l l -es .

11 exister âu niveau européen, une direct ive concernant les

valeurs l imites et les object i fs de qual i té pour 1es rejets de cadmium

(Cun,  1983)  qu i  es t r  eh  pr inc ipe ,  exécuto i re  le  le r  janv ie r  1986.  Cet te

direct ive s rappl ique aux eaux de surface intér ieures, d I  estuaires,

terr i tor iales et côt ières, nais pas aux eaux souterraines qui font

l lob je t  d fune d i rec t i ve  séparée (Cnn,  1980a) .  E l le  impose aux  Eta ts

membres dr interdire tout.  déversement direct de cadmium et de prendre 1es

mesures  appropr iées  qu t i l s  jugent  nécessa i res  en  vue drév i te r  tou t  re je t

indirect (après cheminement dans 1e sol ou le sous-sol)  de cadmium. Les

valeurs l imites pour chaque type dr industr ie sont données dans le tableau

fX en termes de concentrat ion (et en termes de quant i té de cadmium rejeté

par quant i té de cadmium trai té pour les secteurs industr iels ut i l isateurs

de cadmium) .

I1 est à noter que Ies rejets résultant de la fabr icat ion

d'acide phosphorique et drengrais phosphatés à part i r  de roche phosphatée

ne fon t  pas  l tob je t  de  va leur  l im i te ,  car  i l  n tex is te  pas  ac tue l - Iement  de

méthodes techniques économiquement valables qui permettent drél iminer Ie

cadmium des rejets alors que ce type dr industr ie est responsable de 23 %

de 1a contaminat ion aquat ique (cf .  tableau f f) .  11 faut également noter

que la contaminat ion par l t industr ie des métaux ferretrx est

insuff isamment connue (HUTTON, 1983) et qurun effort  devrai t  être

entrepris dans ce domaine.

Pour  ce  qu i  es t  des  eaux  super f i c ie l les ,  Ies  ob jec t i f s  de

qual i té sont présentés dans le tableau X. Ceux-ci  prévoient un taux

maximal de OrSpg/I  en mi l ieu marin et I  pg/L en mi l ieu dulçaquicole et

saumâtre lorsque les eaux ne sont pas affectées par les rejets.  Dans le

cas  cont ra i re ,  ces  seu i fs  sont  5  fo is  supér ieurs .

En ce qui concerne les Etats-Unis, Ies valeurs limites

proposées par  I 'E .P .A.  pour  Ie  sec teur  indus t r ie l  concernent  seu lement

Ies rejets des fabr icat ions de pigments et de sels de cadmiun. La moyenne

autor isée est de OrlJ mg par l i t re d'ef f luent et le maxinun est f ixé à

0,47 ng/I ,  après précipi tat ion à Ia chaux avec clar i f icat ion suivie de

f i l t ra t ion  (EPl , ,  1983) .
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(1) lorsque plusieurs object i fs de qual i té sont appl iqués aux eaux drune

région, Ia qual i té des eaux doit  être suff isante pour respecter chacun de

c e s  o b j e c t i f s .

(Z) Ces concentrat ions doivent être mesurées suff isamment proche du point

de rejet et  const i tuent les exigences minimales nécessaires pour protéger

la vie aquat ique.

Ces concentrat ions se rapportent à la moyenne ar i thmétique des résultats

obtenus pendant une année.

(3 )  Dans 1e  cas  des  eaux  u t i l i sées  pour  Ia  p roduc t ion  dreau po tab le ,  la

teneur en cadmium doit répondre aux exigences de l-a directive 75/440/CEE

(cnn, 1975), soit 5 ye/t dans 95 % des échanti l lons préIevés.

(4) Les concentrat ions de cadmium dans les sédinents et/ou mol lusques et

c rus tacés ,  s i  poss ib le  de  I respèce Myt i lus  edu l i s ,  ne  do i t  pas  augmenter

de manière signi f icat ive avec le tenps.

Tableau X - Object i fs de qual i té (Ctrn, 1983).

Object i fs de qual i té

( 1 )

Eaux affectées

par  des  re je ts

(z)  (3)

Eaux non affectées

par  des  re je ts

Sédiments et

organismes

vivants

[ca] totale dans 1es

eaux intérieures de

surface (ps/t)
J I vo i r  (4 )

[ca] en solution dans

Les eaux  des  es tua i res

$s/t)

5 1 voi r  (4)

fcd] en solut ion dans

Ies eaux de mer terr i -

tor iales et dans les

eaux côt ières inté-

r ieures  (Ve/ t )

2 '5 0 '5 vo i r  (4 )
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L'EPA a également publ ié des cr i tères de qual i té pour Ia

protect ion de Ia vie aquat ique marine et dulçaquicole (EPA, 1984),  dont

lror iginal i té est de considérer 1es concentrat ions de cadmium dissous '

les valeurs autor isées sont

soit o, 69 ys/r et Lo ys/I

20 et 200 nE/I  de CaCO"

maximale 
"n 

ys/ I  -  exp ( t ,16 (Log Dureté)  -  3 ,841)

en mil ieu marin, 1es seui ls sont 1es suivants :

tZ yS/L = concentrat ion moyenne sur 30 jours

38 ys/L = corc€Dtrat ion maximale à ne pas dépasser '

De plus, des concentrat ions comprises entre tZ et '  38 yg/t

sont pas admises pendant plus de { jours sur J0'

(2 )  eaux  de  bo issons

La CEE (tg8Ot) et t rOMS (1984) recommandent une valeur de

(exprimée en cadmium total)  tandis qutaux Etats-Unis (EPl,  1975) \a

e s t  d e  t o  y l h .

T . L . 4 . 3 .  -  B o u e s  d e  s t a t i o n  d r é p u r a t i o n  :

La teneur en cadmium des boues ne doit  pas dépasser {0 mg/Kg de matière

sèche selon 1a norme AFNOR (1985) .  La quant i té maximale dtappl icat ion de

ces  boues es t  ca lcu lé  en  fonc t ion  de  Ia  teneur  en  é léments - t races ,  ê t

celà pour une période de 10 ans. En outre, les boues ne doivent pas être

épandues sur des sols dont Ia teneur excède 2 ng Cd/Kg de terre sèche.

Aux Etats-Unis,  I taddit ion annuel le de métal  provenant de boues ne doit

pas êrre supérieure à 17 ^e/^2 (EPA, lg77).

en mi l ieu dulçaquicole,

de Ia dureté de l  t  eau :

dure tés  respec t ives  de

fonct ion

pour des

(valeur

5 ys/r
norme
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I.2 - Propriétés physico-chimiques et bioréactivité du cadmiun

I . 2 . L  G é n é r a 1 i t é s

Le cadmium (Cd) est 1rélément chirnique de numéro atonique 48 et

de poids atomique l l2r4l ,  dont i I  existe 8 isotopes naturels d.rabondance

var iab le .

ce  méta l -  d iva len t  (de  conf igura t ion  é lec t ron ique z ,8 , lB118r2)

est un métaI mou, blanc-argenté teinté légèrement de b1eu et de densité

8165 (a  20o c ) .  Le  po in t  de  fus ion  es t  de  3z toc  tand is  que le  po in t

d tébu l l i t ion  es t  de  767 t  2oc .  11  bout  en  émet tan t  des  vapeurs  o ranges.

Crest un méta1 de transi t ion appartenant au groupe I f  b,

conprenant également le zinc et Ie mercure. I l  a beaucoup plus de points

communs avec le zinc quravec Ie mercure, mais i1 est plus fusible et plus

volat i l -  que le zinc car sa pression de vapeur est plus él-evée.

11 est insoluble dans lreau et les solvants organiques, mais se

dissout dans lracide ni tr ique di lué. Dans rracide chrorydrique ou

sulfur ique, Ia dissolut ion se fai t  lentement.  I1 est faci lement attaqué

par les acides faibl-es, y compris les acides organiques.

La plupart  des sels de cadmium sont très solubles dans l feau et

en part icul ier le chlorure ( t4oo g/r  à 20oc),  le ni trate ( togo g/t  à oo

c)  e t  re  su l fa te  (755 gh  à  0o  c ) .  par  cont re ,  r 'oxyd .e  e t  re  carbonate

sont insolubles. Avec 1'anhydride sul fureux ou le sul fure de sodium, Ie

cadmium précipi te pour donner un sul fate de cadmium insoluble, jaune, ce

qui en fai t  un représentant des métaux lourds.

T .2 .2 .  -  B io réac t iv i té  du  cadmium

La classi f icat ion de

dif férencier Ies métaux doux,

fonct ion de leur réact iv i té en

aussi leur comportement dans les

NIEB0R et RfCHARDSON (tgAO) permet de

durs et intermédiaires ( f igure 4) en

milieu organique, critère qui explique

systèmes biologiques.
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Plus le métal  est doux, plus i I  a tendance à former des

l- iaisons covalentes ;  par contre, plus 1e métal  est dur,  plus i I  a

tendance à former des l ia isons ioniques.

Le tableau Xf rassemble di f férents types de l igands retrouvés

dans 1es systèmes biologiques et les classe en trois catégories en

fonct ion de l-raf f in i té des métaux pour ces l igands. Les ions

intermédiaires, conme le cadmium, sont capables de former des complexes

stables avec toutes les catégories de l igands mais avec une préférence

pour 1es l igands si tués dans Ia colonne du mil- ieu du tableau XI

Considéré traditionnellement comme un ion accepteur iprri"q.r"

déf ic ient en électrons),  l r ion cadmium est un métal  intermédiaire avec,

toutefoisr utr  caractère doux relat ivement marqué, ce qui dtai l - l -eurs l ra

fai t  c lasser précédemment dans cette catégorie (PEARSON, 1968 ,  JACOBSON

et TURNER, 1980).  Ce caractère est concrét isé par 1a grande aff in i té du

cadmium pour le soufre qui a été exploitée à des fins analytiques (dosage

par  Ia  d i th izone à  pH a lca l in ;  ex t rac t ion  à  l ra ide  de  ITAPDC )ê) .

I.3 - Biosorption du cadmiun par les algues

1 . 3 . 1 .  -  T e r m i n o l o g i e

Le mot anglais rruptakerr sravère di f f ic i lernent traduisible en

français.  COSSA (1976) ut i l ise le terme draccumufat ion, mais emploie de

préférence le terme de sorpt ion. SOEDER et al .  (1978) ut i l isent également

le terme anglais de rtsorpt ionrr pour englober 1es phénomènes dradsorpt ion

et  d 'absorp t ion .  TSEZOS e t  VOLESKY ( tç82)  no ten t  que Ia  b iosorp t ion

carac tér ise  la  capac i té  de  Ia  b iomasse à  re ten i r  les  ions .

En s t insp i ran t  de  ce t te

Ie terme de biosorpt ion pour

dradsorp t ion  e t  d rabsorp t ion ,  de

sur ou dans 1e matér iel  alga1.

dernière déf ini t ion, nous ut i l iserons

déf in i r  I tensemble  des  phénomènes

f ixat ion et d 'accumulat ion du cadmium

-)Ê APDC :  se l  d rammonium de l rac ide  pyr ro l id ino  d i th iocarboxy l ique-1 .
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1 . 3 . 2 .  -  C r i t è r e s  d r é v a l u a t i o n  d e  1 a  b i o s o r p t i o n

Divers types de données f igurent dans Ia l i t térature :

1 )  Tout  d rabord ,  Ie  coef f i c ien t  d raccumula t ion  (cn1,  qu i  expr ime la

concentrat ion de méta1 biosorbé par Iralgue, crest-à-dire la quant i té de

métal  retrouvé dans ou sur Ia biomasse algale en fonct ion drun paramètre

représentat i f  du poids, du nombre ou du volume dralguesr ou encore en

fonct ion de la quant i té de protéines. Le plus souvent,  Ie CA est exprimé

en yE/E de matière sèche algale (= ppm) :

CA _ quant i té de métal  biosorbé (pg)

poids de matière sèche algale (g)

2) Le coeff ic ient draccumulat ion peut être rapporté à Ia concentrat ion

introduite,  ou mieux mesurée effect ivement après un certain temps

d' incubat ion. Ce rapport  de 2 concentrat ions est généralement appelé

fac teur  de  concent ra t ion  (FC) .

FC _ concentrat ion de métal  dans Ia phase algale _ CA

concentration de métal dans Ia phase aqueuse Dt"l.

3) Plusieurs facteurs de concentrat ion peuvent être mesurés à di f férentes

concentrat ions de nétaI.  La rel-at ion qui existe entre Ia quant i té de

méta1 biosorbé et Ia concentrat ion de métal  dans Ia phase aqueuse peut

être alors décri te à I 'a ide dtune ou de plusieurs équat ions empruntées à

ra not ion dradsorpt ion proprement di te.  r1 existe plusieurs types

dr iso therme dradsorp t ion ,  Ies  p lus  connus é tan t  ceux  de  LANGMUIR (1918)

et de FREUNDLICH (1926).

Lr isotherme de FREUNDLICH obéit  à une 1oi empir ique qui

considère que tous les si tes de f ixat ion ne sont pas équivalents,

c res t -à -d i re  que Ia  sur face  es t  hé térogène.  L téquat ion  ob tenue es t  du

rype :

tM"l:M e  =  a . ( 1 )
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Me représente la quant i té de métal  f ixé par les algues à

lr instant t  (exprimée, par exemple, en moles/g de matière

sèche )

[U"J représente la concentrat ion de métal  en solut ion au
s

même instant t  (expriméer Par exemple, en moles/1)

a et n sont des constantes sans signi f icat ion biologique.

Lréquat ion  ( t )  se  l inéar ise  en  coordonnés log-1og ( f ig .  5 ) .  L t i so therme

de FREUNDLICH srappl ique, en général ,  bien pour les faibles

concentrat ions de métal  en solut ion.

Pour les plus fortes concentrat ions, lorsque Ie matér iel

biologique approche de la saturat ion, l r isotherme de LANGMUIR traduit

mieux les phénomènes de biosorpt ion, sefon 1téquat ion suivante :

K .  [ M e ] s  b = M e ( 2 )
1 + K [t"t"]"

Par  réar rangement  de  1réquat ion  (2 ) ,

qui-  permet de l inéariser l r isotherme en portant

Ft"]  et  de calculer les deux constantes K et b
s

Ft"l. = I * [t"t"l,
M e  K . b  b

[Me] s et Me ont l-es rnêmes significations que précédemment '

K  es t  une cons tan te  ( l /mo les) ,

b est une constante qui exprime 1a quantité maximale de métal

suscept ib le  de  se  b iosorber  (  mo les /g  de  mat iè re  sèche) .  b /2

représente la constante de demi-saturat ion.

on  ob t ien t  l réquat ion  (3 )

tM"] /l4e en fonction de
S

(3)
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En théorie,  l tut i l isat ion de cet isotherme impl ique, en

part icul ier,  que chaque si te de f ixat ion ai t  la même probabi l i té

dradsorber  l r ion  cons idéré ,  c 'es t -à -d i re  que 1a  sur face  so i t  un i fo rme e t

qut i l  nty ai t  pas dt interact ion entre les ions f ixés, s i tuat ion rarement

rencontrée dans Ia réal i té.

Toutefois,  même si  ces condit ions ne sont pas respectées,

1 téquat ion  de  LANGMUIR es t  su f f i samment I t robus te [  pour  s tapp l iquer

encore. En effet ,  Ia chaleur dtadsorpt ion (qui const i tue Ie facteur le

plus important de la constante b) diminue lorsque la saturat ion approche.

Mais, par ai l leurs, I t interact ion des ions déjà f ixés avec les ions en

train de se f ixer augmente Ia chaleur dradsorpt ion. Donc, ces deux

phénomènes vont avoir  tendance à se compenser de tel Ie sorte que b va

rester constant (BRUNAUER et al . ,  t967)

Dans le cas où un seul type de si tes dladsorpt ion prédomine, la

variation de b sera faible, si bien que 1téquation de LANGMUIR permettra

encore d'évaluer Ia capacité de f ixat ion (TILIER et aI ,  1969).

Prat iquernent,  l r isotherme de TANGMUIR stappl ique bien pour les

concentrat ions pour lesquel les on stapproche de Ia saturat ion ( f ig.  J)

LOG. CADl l lUl t  Et{  soLuTl0l l

FIG. 5 : REPRESEI{TATI0I| SCHEI'IATIOUE DE LA CONTINUITE DES

ISOTHERIIES DE FREUIIDLICH ET DE LANGIîUIR.

cADËlui l  ElosoREE

OUANTITE I IAXII , IAL€ DE CADII IUI I SUSCEPT I  BLE

DE SE  B IOSORBER =  b
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I .3 .3 .  -  In f luence de  d i f fé ren ts  fac teurs  sur  Ia  b iosorp t ion  du  cadmium.

I . 3 . 3 . 1 .  -  L e  p H  :

A  pH 3 ,  la  b iosorp t ion

e l le  s raccro î t  de  pH {  à  pH /  de

Lraugmenta t ion  de  Ia  b iosorp t ion

ob l iquus  en t re  pH 5 ,5  e t  7  ,5

Chlorel la fusca entre pH { et  Ç

Se lon  les  espèces ,  Ie

à u n p H d e :

pour

pour

pour

ChloreI la regular is (SAKAGUCHI et a1. ,  1979),

Chlorel l -a el l ipsoidea (GIppS et C0LLER, 1980),

Chlorel la fusca (crtswnrn et URBACH, 1983)

est nulle chez Chlorel la regularis, mais

façon l inéaire (sRI<RCUCHT et al. ,  1979).

a également été observée sur Scenedesmus
(s rmY e t  a l . ,  1983 ) ,  a ins i  que  su r

(GErswErD et  URBACH, 1983) .

maximum de biosorption observé correspond

I ' o b s c u r i t é  q u ' à  1 a  l u m i è r e

Chlorel la pyrenoidosa, eIIe

d i f fé rence es t  encore  p lus

I heure, Ia biosorpt ion à

LEAN et I{ILLIAI'IS0N, 1977) .

n

8

9

I . 3 . 3 . 2 .  -  L a  t e m p é r a t u r e  :

La dininut ion de la température provoque généralement Ia

diminut ion de la biosorpt ion du cadmium. Ainsi ,  la quant i té de cadmium

biosorbé est respect ivement d.e 4,2,5 25 et $ pmoles Ca/n/rco cel lules

pour  J l  ,  2L  e t  4oC chez  Ch lore l l -a  pyreno idosa (HART 9 t  a l .  ,  1979) .

Par contre, SAKAGUCHI et a1. ( I979) observent que 1es

coeff ic ients dtaccumulat ion ne var ient prat iquement par entre 0 et JOo C.

I . 3 . 3 . 3 .  -  L a  l u n i è r e

La biosorpt ion est plus faibl-e à

(CON[{AY et hTILLIA}IS , 1979) . Ainsi, pour

d iminue de  20 ,5  z  (HART e t  a1 . ,  1979) .  La

marquée pour Porph!'ra urnbilicalis où après

I 'obscur i té  es t  t ro is  fo is  p lus  fa ib le r  ( l tRC



-35-

I .3 .3 .4 .  -  fn f luence des  concent ra t ions  de  cadmium in t rodu i tes .

De façon générale, Ia quant i té de cadmium biosorbé est

proport ionnel le à la concentrat ion de métal  introduite dans le mi l ieu

(Hnnr et scArFE, rg77 , crpps et CoLLER, 1980) jusqu'à une

concentrat ion qui var ie selon les espèces testées :  0r 1 mg/1 pour

Chlorel la el l ipsoidea (f ig.6 a) et I  ng/I  pour Chlorel la reguLaris ( f ig.

6 b).  Pour les concentrat ions plus éIevéesles courbes prennent une al lure

michael ienne, ce qui indique que Ie matér iel  alga1 ut i l , isé est saturable.

A cet égard, la constante de demi-saturat ion est éga1e à 336 yg Cd/I

pour Chforel la pyrenoidosa (HART et aI . ,  1979).  Sur trois algues

dif férentes, Ia biosorpt ion obéit  à un isotherme de FREUNDLICH en deçà de
-('l

10-" M de cadmium retrouvé dans le surnageant,  et  à un isotherme de

LANGMUTR au delà (COrSWnrn et URBACH, 1983).

Si les coeff ic ients draccunulat ion tendent généralement vers

une l imite lorsque la concentrat ion de métal  introduite augmente ( I imite

qui correspond au coeff ic ient draccumulat ion maximal,  crest-à-dire à la

cons tan te  b  de  l t i so therme de LANGMUIR) ,  c res t ,  pâr  cont re ,  pour  les

faibles concentrations que les facteurs de concentration maximaur sont

o b s e r v é s  ( t a b l e a u  X I I ) .

Concentrat ions

de cadmium

( mole/litre l ro8 rc7 106 ro5 104

F . C . 39oo 19oo 960 380 86

Tableau XII  :  Diminut ion des facteurs de concentrat ion observés

chez Chlorel la fusca lorsque Ia

concentrat ion de cadmium retrouvé dans Ie mi l ieu

augmente  (d 'après  GEISWEID e t  URBACH,  1983) .
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BIOSORBE (  pMoLES CAD| I tUM/  H , /  4 ,  106CELLULES)

a

/
f

x
/

f
x

/
I

x

o.ro CADMIUM INTRODUIT  EN I4ç / I -

CADM I UM

CADMIUM INTRODUIT  EN I ' |G /L

F IG, 6 :  BI0S0RPTI0N DU CADIVIIUI ' I  EN F0NCTI0N DU CADI' l lUf ' l  INTR0DUIT
(a) P0UR CHLORELLA ELLIPS0IDEA ( HART Er AL. ,1979 )
(  b)  POUR CHI-ORELI-A REGUI-ARIS (  SAKAGUCHI ET AL,I  1979 ) '

b

BrosoRBE (  pe/c P.  s .  )
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I .3 .3 .J  -  In f luence des  ca t ions  présents  dans  Ie  mi l ieu .

Les di f férents effets observés sont rassemblés dans le tableau

XII I .  Les var iat ions des concentrat ions de molybdène et de cuivre nront

aucun effet  sur la biosorpt ion du cadmium, tandis que l taugmentat ion des

quant i tés de fer,  de nickel et  de sodium diminue Ia quant i té de métal

b iosorbé.

Les act ions du calcium, du magnésium, du cobalt ,  du zinc, du

manganèse et du potassiun sont plus controversées. En ce qui concerne ce

dernier cat ion, GEISWEID et URBACH (tq8:)rcontrairement à SAKAGUCHI et

a1. (L979),  ont montré que 1e potassium réduisai t  Ia biosorpt ion du

cadmium et que cette réduct ion nrétai t  pas un effet  de I 'augmentat ion de

Ia force ionique.

Effets de divers cat ions sur la biosorpt ion

du cadmium. Les trai ts désignent les cas où

I rac t ion  des  ca t ions  es t  con t roversée

) î  S . e  =  S a n S  e f f e t .

Références s .e  ) . ' Cations diminuant

la fixation

algues

ut i l isées

KINKADE et ERDMN (r97 5)

HART et  SCATFE (1977)

MANG et ÎROMBALLA (1978)

HART et  a l .  (1979)

SAKAGUCHI et aI  (1979)

GIPPS Ct COLLER (1982)

GEISI'JEID et URBACH

(  1983)

Ca, Mg, Mo

Cu,  Zn ,  Co

Co rZn

5

Mn

Ca, Mg

l,ln, Fe + EDTA

7.î

l,ln, Fe + NTA

Na, Ig, Ca, l,tn

Co ,  N i ,  Zn

Ca,  Fe,  Zn

K

Nitella flexilis

Chlorella

pyrenoidosa

Chlorel la fusca

Chlorella

pyrenoidosa

Chlorella

regular is

Chlorella

pyrenoidosa

Chlorell-a fusca

Tableau XII f  :
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I .3 .3 .6  -  In f luence des  an ions  présents  dans  Ie  mi l ieu  :

Selon GEIShIEID et URBACH (tg8:) ,  la biosorpt ion du cadmium ne

serai t  pas inf luencée par 1a présence dlanions chlorures et sul fates.

El1e serait du même ordre de grandeur, sous forme chlorure ou iodure que

sous forme de sulfate, carbonate ou acétate ( t l lCRNO et al .  ,  L976).

Par contre, la biosorpt ion diminue en présence de phosphates

inorganiques (MOTOHASHI et TSUCHIDA, 197D.  11  es t  p robab le  quq dans  ce

cas, 1a formation de phosphate de cadmium sous forme col l -oîdafe l imite le

phénomène de biosorpt ion (GIPPS et COLLER, 1980).

I .3 .3 .7 .  -  fn f l -uence des  agents  ché l -a tan ts

(t)  La chélat ion drun ion métal l ique modif ie son comportenent.  Par

exemple, Ie cadmium ché1até par I tEDTA se biosorbe faiblement chez

Phaeodactylum lricornugq (COSSI, t976). Le même phénomène a été observé

par  NAGANO et  a l .  ( ry le )  e t  par  JENNETT e t  a l .  (1982) .

Lrut i l isat ion de ci t rate à ]a place dTEDTA dans le mi l ieu de

culture de Chlamydomonas reinhardii augmente Ia biosorption du cadmium

drun facteur 10 (IRMER, 1984).  Ce fai t  doi t  être rapproché de la valeur

des logari thmes des constantes de stabi l i té qui sont respect ivement pour

Ie  c i r ra te  e t  pour  I 'EDTA de 3 ,75  e t  de  16 ,46  (MARTELL e t  SMITH,  L974,

t977)  .

(2) Les acides huniques diminuent Ia biosorpt ion du cadmium ainsi  que

l ron  mont ré  GJESSING (1981)  e t  SEDLACEK e t  a I .  (1983)  dont  les  résu l ta ts

sont résumés dans le tableau XIV.

concentrat ion dracides I  pourcentage de Cd

humiques (mg carbone/t)  |  retenu

o |  )ao
r ,6  |  +o-55
8,1  |  (zo

Effet de Ia concentrat ion dracides humiques sur

la biosorpt ion du cadlmium chez Selenastrum

capr icornu tun  (d 'après  SEDLACEK e t  a I . ,  1983) .

Tableau XIV :
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I . 3 . 3 . 8 .  -  f n f l u e n c e  d e  I r e s p è c e  a l - g a l e  t e s t é e  :

Le matér iel  biologique par sa naturer sâ structure et son

métabol isme est un facteur prépondérant des phénomènes de biosorpt ion, au

même t i t re que les paramètres physico-chimiques précédents. I1 est

d i f f i c i le ,  cependant ,  d res t imer  l r impotance exac te  de  ce  fac teur  e t  de

comparer les facteurs de concentrat ion (= FC) et Ies coeff ic ients

draccumulat ion (= CA) des di f férentes espèces à part i r  des données de 1a

l i t térature dans la mesure où les condit ions expérimentales ut i l isées par

Ies auteurs ne sont pas comparables. Néanmoins, Ies FC rapportés dans Ia

l i t térature var ient de 134 à 32000. Quant aux CA, les valeurs minimales

et maximales sont respect ivement de 1,J et de 53000 ng/Kg de matière

s è c h e .

Le tableau XV fourni t  1es données correspondant à des études

regroupant plusieurs espèces algales appartenant ou non à la même classe

taxonomique. Les FC des 4 Scenedesnus étudiés, sont relat ivenent proches

Ies uns des autres. Par contre, les FC des Chlamydomonas et des

ch lo re l les  var ien t  respec t ivement  d run  fac teur  2 r8  e t  511 drune é tude à

Irautre. Les di f férences enregistrées peuvent srexpl iquer,  en part ie par le

fai t  que la valeur des FC varie énormément selon la concentrat ion de

méta l  in t rodu i te  (c f  tab leau XI I ) .

Enf in le mode drexpression de la biosorpt ion peut avoir  son

importance :

Sur J algues de tai l les di f férentes, les coeff ic ients draccumulat ion

maximaux sont très variables, lorsque exprimés en cadmium biosorbé par

cel lule,  mais deviennent très proches les uns des autres lorsque exprimés

en cadmium biosorbé par volume de paroi algale (GEISIITEID et URBACH,

1983)

I .3 .3 .9  -  fn f luence de  Ia  concent ra t ion  a lga1e u t i l i sée  :

Comne le montre 1a f igure / ,

par cellule chez Chlorella regularis

a l g a l e ,  c ' e s t - à - d i r e  I a  D . 0 .  ( à

paral Ièlement,  Ia quant i té totale de

(sltçlcucur et al., 1979).

les quantités de cadmium biosorbé

diminue lorsque la concentration

680 nm) augmente, tandis çIue

cadmium fixé augmente légèrement
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cADMruM BrosoRBE ( pcJe P.s.) C/DMIUM BIOSORBE TOTAL
(pe )

coNcENTRATIoN cELLULAIRE ( o,o. A 680 NM )

FIG.7: VARIATIONS DE LA BIOSORPTION DU CADIVIIUIVI EN FONCÏION DE
LA C0NCENTRATI0N ALGALE UTILISEE ( noruo vrDE = CD
BIOSORBE PAR POIDS DE  MATIERE SECHE ;  ROND PLE IN  =  CO

B r osoRBE rorAL ) D'APRES SAKAGUCH I Er AL .-, ,1979 ,

P,s,)

1 MG Cn/t

TEMPs (neunes )

FIG. à ' BIOSORPTION DU CADITIUI4 EN
D'APRES SAKAGUCHI rr  AL,,

FONCTION DU TEIJ|PS DE CONTACT
1979,

cADMruM BrosoRBE (
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I .3 .3 .10  -  In f luence du  cyc le  ce l lu la i re  :

(  1 )  La biosorpt ion du cadmiun varie également en fonct ion des di f férentes

phases de croissance de Phaeodactylum tr icornutum (COSSA, 1976) :  el Ie

croît  drabord très faiblement (phase de latence) augmente brutalement

(phase exponent iel le de croissance) passe par un maximum et décroît

ensuite lors de Ia phase stat ionnaire. Lraugmentat ion observée

résulterai t  d 'un accroissement de 1a compéti t ion cadmium-zinc au cours du

cycle cel lulaire.  Quant à la diminut ion constatée lors de la phase

stat ionnaire, el- le serai t  due à l texcrét ion de matières organiques

(acides aminés et protéines) qui désorberai t  alors le cadmium adsorbé sur

Ia surface cel lu1aire.

(Z) ta quant i té de cadmium biosorbé par cel lule augmente dfun facteur 2

au cours de la phase lumineuse (t+tr)  avec des cul tures synchrones

d'Ankistrodesnus brauni i  (GEISWEID et URBACH, 1983),  alors que, dans le

même temps, 1e volume et la surface augmentent respect ivement dtun

fac teur  618 e t  3 r4 .  En conséquence,  I raugmenta t ion  de  Ia  b iosorp t ion

nrest pas proport ionnel le à Iraugmentat ion de volume ou de surface. Les

auteurs en concluent que la di f férence observée est probablement due à

une di f férence d'épaisseur des parois des jeunes cel lules par rapport  aux

p lus  âgées.

I . 3 . 3 . 1 1  -  E f f e t s  d u  t e m p s  d e  c o n t a c t  :

De nombreux auteurs constatent que Ie cadmium est biosorbé par

Ies algues de façon très rapide (uRC lnm et aI . ,  1972 ;  KINKADE et

ERDMAN, L975). II faut 30 minutes pour saturer la plus grande partie

des si tes de f ixat ion chez Chlorel la regular is (nigure 8).

Le phénomène est encore plus rapide chez Chroococcus paris puisque Ç0 %

du métal  esr biosorbé après 1 minute ( lnS et I {ALKER, 1984).  Dans certains

cas ( Figure 8 ) ,  Ies données expérimentales sont trop espacées pour

fournir avec précision le temps mininral r âu bout duquel la biosorption

est quasiment constante.
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En général ,  Ia cinét ique est michael ienne et l ron dist ingue une

phase rapide et une seconde phase beaucoup plus lente (CEISWEID et

URBACH, 1983):  De sorte que pour des tenps dtexposit ion très courts,  le

phénomène peut sembler l inéaire (HART et a1.,  1979).  t

Le caractère diphasique de la cinét ique de biosorpt ion semble

généra1 et a également été observé pour dfautres nétaux tels que le zinc,

le pIomb, Ie cobalt (ulrzru et BRoDA, L970 i FINDn{EGG et al., t97t t

DAVIES, 1973 ; SCHULZ-BALDES et LEhIfN, 1976 t BATES et a1., 1982).

La phase ini t ia le rapide, considérée colnme réversible,  ne nécessite

aucune dépense énergétique, tandis que la seconde phase est plus complexe

car le nrétal peut emprunter différentes formes de transport (DAVfES,

t978). Par conséquent, plus la durée de contanilation est courte, plus

lradsorption apparaîtra comme 1e phénomène essentiel tandis que

lrabsorpt ion ne se manifestera qutà plus long terme (GIPPS et COLLER,

1 9 8 0 ) .
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T.4 - Adsorption du cadmiun par les algues.

I . 4 . 1 .  -  B a s e s  t h é o r i q u e s  d e  l r a d s o r p t i o n

Lradsorpt ion (ou f ixat ion) peut être spécif ique ou non

spécif ique (mOnVnl l ,  1980).  La spécif ic i té se déf inissant comme Ia

capacité que possèdent certaines surfaces à adsorber certains cat ions

métal l iques, même si  ces surfaces portent une charge posit ive nette :  i l

faut alors faire intervenir  drautres forces dradsorpt ion que la simple

attract ion électrostat ique (KfNNIBURGH, 1983) .

Lradsorpt ion non spécif ique est surtout un phénomène de surface.

ElIe comprend également les interactions de Van der l{aals et peut être

résumée sous Ie terme de physisorpt ion (DANIELS, 1980).

Lradsorpt ion spécif ique est un phénonène qui se produit  dans

toute l 'épaisseur de la paroi  algale. son intensité rerève des

caractér ist iques du métal  et  de la surface. Parmi ce1les-ci .  i l  faut

c i te r  :

la tendance de méta1 à former des l ia isons ioniques ou

c o v a l e n t e s  ( c f  .  $  t . Z  . 2 . ) .

-  la  géomét r ie  des  s i tes  d tadsorp t ion  e t  la  ta i l le  de  f  ion ,

-  1e degré dthydratat ion du méta1 et de la surface a1ga1e,

- la structure et Ia composit ion de la paroi  algale.

1 .4 .2 .  -  Les  mécan ismes dradsorp t ion

11 ex is te  t ro is  types  dradsorp t ion  :

-  l radsorpt ion physique ou physisorpt ion,

I téchange c l t ions ,

I  tadsorpt ion chimique (par l ia ison coordinat ive). . ;+

-) i  Liaison de coordinat ion = var iété

Ies deux électrons proviennent du

SOHOFFENTELS, 1967).

de l ia ison de covalence dans laquel le

même atome (p. 35, FLORKfN et
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Chez les algues, Ia part  respect ive de ces mécanismes dans

I radsorp t ion  nra  pas  é té  é tud iée ,  d rau tan t  qu ' i l  es t  dé jà  d i f f i c i le  de

quant i f ier Ie phénomène dfadsorpt ion proprement di t .  Cependant les forces

de Van der Waals pourraient contribuer à moins de 10 % du cadmium adsorbé

(GEISIÙEID et URBACH, 1983).

De nombreux auteurs pensent que la paroi a1ga1e, du fait de sa

composit ion, se comporte surtout comme une résine échangeuse dr ions

(nlttttv et HopE, tg::g ; PERCTvAL er Mc DowELL, t967 r vAN cursEM et

GILLET, 1981 ,  RITOHIE et LARKUM, lÇ82) et par conséquent affecte la

di f fusion des ions du mil ieu extér ieur vers Ia membrane plasrnique.

Les groupements suscept ibles de porter des charges négat ives

peuvent provenir des groupements carboxyliques et sulfatés des

polysaccharides (CnfSf et al . ,  1981).  Ces mênes auteurs soul ignent que

les possibi l i tés dt interact ion des métaux avec Ia paroi  a1gale ne sont

pas dues seulement à des phénomènes dtéchanges dr ions puisque fes mêmes

groupements carboxyl iques, les noyaux imidazoles et les l ia isons

pept idiques des protéines peuvent former des l ia isons de coordinat ion.

I .4 .3 .  -  S t ruc ture  e t  compos i t ion  des  paro is  a lga les

Compte tenu de 1a diversi té de structure et de composit ion des

parois algales, nous avons l imité cette synthèse bibl iographique à

1 t  étude des parois des chlorel les, ut i l isées dans notre travai l

expérinental .

fusca var vacuofata

Selon SASSENet al .  (L970),  les parois des cel lules de Chlorel1a

souche 2l l /8b (anciennement Chlorel la pyrenoidosa),

sont formées de deux couches (f igure 9 )  :

-  une couche externe (épaisseur 20 nm environ) const i tuée de matér iel

sans f ibr i t le (STAEHELIN, 1966),  gui  cont ient des l ip ides et selon les

souches de 1a sporopol lenine (ATKINSON et aI. ,  t972).  El Ie comporte,

sur sa face interne, des part icules drun diamètre de 8 à 11 nm qui

pourraient être, soi t  des complexes enzymatiques catalysant la

polymérisat ion des microf ibr i l les polysaccharidiques, soi t  des chaînes

osidiques enroulées (snssru e! al .  ,  l97o).
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REPRESENTATION SCHEIIATIOUE DE LA PAROI DES CHLORELLES
(D'APRES SÂSSfn Er  A1, ,1970) -  c t= coucnE INTERNE i

CE= COUCHE EXTERNE ;  PL=  PLASMALEMME ;  M=  MICROFIBRILLE

P=  PARTICULE,

a - . . - - o .

: .  .  ] .  
o  

.  
t .  

.  
'  

.

N - - ' t o /

.;xT
*Hj

Proté ines Glucosamanes A c i d e s
uroniques

Sucres
neutres

Résldus nor
ident i f iés

Souches
algales

3,9

4,5

319

l ' 7

11

6 r3

r5

0

0

4 r l

1 8

24

r4

6,9

74

24

44

54

68

18

47

13

30

14

C. vulgaris
æ
C. vulearis-2ll!ffi)t

C. vulgaris
-L

saccharophila
Z l L /  L a  ; ;

C .  fusca
TLIÇ+t

Tableau XVI

souche provenant

souche provenant

de

de

: Composit ion de plusieurs souches de chlorel les

d 'après  BLUMREISINGER e t  a l - .  (1983) .  Les

résultats correspondent à des pourcentages du

po ids  sec  de  paro is  i so lées  d taprès  Ia

technique de L00S et MEINDL (tg8Z) sur des

algues récoltées après 2-J jours de cul ture.

N. SAUER (fnst i tut  de Botanique de Regensburg)

I 'a lgothèque de côtrrucnu.
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-  une couche interne dtépaisseur var iabre (quelques nm à 100 run).  El le

est const i tuée drun réseau de microf ibr i l les polysaccharidiques en

l iaison avec les part icules précédemment décri tes de la couche externe

drune part  et  avec le plasmalemme'Ydtautre part .  Les mai l les de ce

réseau insèrent les const i tuants de Ia matr ice composée de protéines,

dramino-acides, de l ip ides et dthémicel luloses (= polysaccharides

extrai ts en solut ion aqueuse à pH alcal in).

Draprès les études de di f f ract ion aux rayons X, Ies microf ibr i l les ne

sont pas constituées de cellulose ni du P-tr4 
- nannane (I,OOS et MEINDL,

1982) détectés respectivement chez Oocystis (nonfusot et WHITE, t97z) et

chez certains représentants des caulerpales et des dasycladales ( IRIKI et

MIWA 1960 ;  FREI et PRESTON, 1961).  En fai t ,  Ia nature de

lthétéropolyoside const i tut i f  pernet de dist inguer deux types de

ch]-orel1es.

Un premier groupe renferme surtout du rhamnose et du galactose, le second

contenant principalement du mannose et du glucose (IOOS et MEINDL, L982 t

BLUI"IREISINGER et aI.r ,  1983).  Les proport ions respect ives des deux types

d tunités monomères changent en fonction des conditions de culture

(REZANKA er a1.,  1983) er du cycle cel lulaire ( I ,OOS er MEINDL,1982).

La conposition globale des parois de différentes souches de

chlorel les est donnée dans le tableau XVI.  Les sucres neutres

représentent les constituants najeurs de la paroi tandis que la teneur en

protéines et en acides uroniques y est moindre. Dans certains cas, i I  y a

présence de glucosamine, détectée également par TAKEDA et HIR0KAWA

(1978).  Ce composé pourrai t  être présent dans les parois sous forme de

chirosane (MIHARA, 1961) plutôt que sous forme de chit ine (CONTE et PORE,

lg7ù. Le glucosamine n'a,  pâr contre, pas été retrouvêchez Chlorel la

fusca, souche 2l l /8b (LOoS et MEINDL, 1982)

_râ 
Plasmalemme = membrane plasmique des algues'
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Les acides uroniques sont pr incipalement représentés par de

l rac ide  g lucuron ique ( l ,oos  e t  METNDL,1982) .

Quant aux protéines, Ia prol ine et I 'hydroxyprol ine ne sont pas

retrouvées dans les acides aminés const i tut i fs (L00S et MEINDL, L982) t

I thydroxypro l ine  a ,  par  cont re ,  é tê  dé tec tée  chez  drau t res  espèces

algales, €.8. Chlamydomonas (H0MER et R0BERTS' 1979).

Les  l ip ides  cons t i tuent  jusqu 'à  lO % M po ids  sec  (ATKINSON et

a ] - . ,  t 9 7 2 ) .

La composit ion des parois des chlorel les var ie en fonct ion du

cycle cel lulaire,  de façon inportante pour fes sucres neutres (Tableau

xvrr) .

Composit ion
Temps de culture avant dosage (heures,

1 ô 24

Sucres neutres

Acides uroniques

Protéines

Résidus non

ident i f iés

76 ,5

3 r4

4 a
/ ; L

12 '9

49,7

2 1 3

l l , 7

36,3

Tableau XVII  :  Variat ion de composit ion de Chlorel la fusca 2l l /8b

réco l tées  à  deux  temps d i f fé ren ts  (d 'après  L00S e t

METNDL,  1982) .
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I .4 .4 .  -  Méthodes dréva lua t ion  de  l radsorp t ion  du  cadmium par  les  a lgues .

I1 existe plusieurs techniques de quant i f icat ion de I tadsorpt ion

que lron peut séparer en deux groupes :

- Ia première approche consiste à diminuer, voire à annuler

complètement l rabsorpt ion pour quant i f ier s implement la biosorpt ion

totale puisque par déf ini t ion :

Biosorpt ion = Adsorpt ion + Absorpt ion

- les autres méthodes évaluent plus spécif iquement l radsorpt ion

en cherchant à quantifier réel-Iement 1e cadmium adsorbé sur les

s t ruc tures ,  c f  es t -à -d i re ,  la  paro i .

T.4.4.1. -  Diminut ion ou annulat ionde l fadsorpt ion ùr cadmium.

Les di f férentes techniques ut i l - isées dans la l i t térature

sont Irut i l isat ion de cel lules mortes ou dr inhibi teurs métabol iques.

Lorsque les algues sont tuées par addit ion de HgCI, (  Z5 ng/I) ,

Aster ionel la formosa et Fragi lar ia crotonensis f ixent respect ivement 10

fois et J fois moins de cadmium que les ceffules vivantes (CONIùAY et

WILLIAMS, t979).  Ces mênes auteurs signalent que lorsque ces deux algues

sont tuées par Ie froid (azote l iquide),  Ia di f férence est beaucoup moins

net te .

Des cel lul-es de chlorel les trai tées par la chaleur (  5 minutes à

100oC dans de l teau dist i l - lée) f ixent,  pâr contre, deux fois plus de

cadmium que les cel fules vivantes (SAKAGUCHI et aI . ,  1979).

L 'add i t ion  drazoture  de  sod ium (NaNr)  e t  de  2 ,4  d in i t rophéno l

(Ot ' lp) ne fai t  pas var ier Ia biosorpt ion du cadmium chez les chlorel les

(SRKRCUCHI et aI . ,1979).  Par contre, chez Porphyra umbi l ical is,  Ia

cycloheximide diminue Ie taux de biosorpt ion de cadmium qui cesse

prat iquement,  J0 heures après l taddit ion de cet inhibi teur de la synthèse

protéique (MAC LEAN et I{ ILLIAMSON, t977).
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Lr inconvén ien t  de  ces  d ivers  t ra i tements  es t  qur i l s  semblen t

donner des résultats di f férents. De plus, i ls ne garant issent pas une

annulat ion totale de Ia composante rrabsorpt ionrr de Ia biosorpt ion. En

outre, les trai tements par le mercure ou la chaleur peuvent modif ier Ia

physico-chimie des si tes de f ixat ion. Quant à la cycloheximide, el Ie

senble se caractér iser par un temps de réponse trop long. Les inhibi teurs

métabol iques peuvent complexer tout,  ou part ie,  du cadmium ajouté dans Ie

mi l ieu  dressa i ,  c res t  en  par t i cu l ie r  Ie  cas  du  DNP (BAUDA e t  a l . '  1986) .

De p1us, de par son mode dract ion, 1e DNP perméabi l ise 1es membranes aux

ions (RTEMERSMA, 1968 r LEE, 1979).

f .4.4.2. -  Quant i f icat ion de cadmium adsorbé sur la paroi .

Plusieurs méthodes ont êtê ut i l isées dans la l i t térature :

isolement de Ia paroi  avant ou après intoxicat ion, désorpt ion du cadmium

adsorbé.

(1 )  L tu t i l i sa t ion  de  paro is  i so lées  préa lab lement  à  l t incubat ion ,  sou lève

quelques cr i t iques dans la mesure où les deux côtés de la paroi  algale ne

sont pas quant i tat ivement,  ni  qual i tat ivement ident iques (SlSSnU et aI. ,

L1TO). De plus, 1es phénomènes de di f fusion peuvent être di f férents dans

Ia mesure où les compart iments successifs,  membrane plasmique puis

cytoplasme ne sont plus Présents.

(Z) lprès intoxicat ion de Ankistrodesmus brauni i ,  Ia fract ion 27.000 g

(paroi  + membrane) cont ient entre 29 et 34 % du cadmium biosorbé total

(LAUBE e t  a l . ,  1980)  .  Toute fo is ,  l r inconvén ien t  de  ce  type  de

manipulat ion est la di f f icul té à isoler une fract ion vraiment pure tout

en restant quant i tat i f ,  crest-à-dire tout en évi tant les pertes- f I  faut

également prendre garde aux possibi l i tés de désorpt ion, voire de

migrat ion, du cadmium au cours de la rupture des cel lules.



(3 )  Une dern iè re

désorbant .  Des

caractér isés par

u t i l i s é s .
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approche consiste à quant i f ier le cadmium adsorbé en Ie

complexants, tels que 1a cystéine -)(- ou IIEDTA -)+-).4,

des constantes de stabi l i té très élevées ont été

\

Des cellules de Phaeodactylum tricornutum préalablement incubées

avec du cadmium et mises en contact avec de Ia cystéine pendant t  heure

relarguent dans 1e mil ieu 96,5 à 98,3 % du cadmiun ini t ia lement I ié

(C0SSA, L976).  Cet auteur en conclut que " le cadmium non désorbé par la

cystéine, correspond probablement à Ia quant i té retenue par absorpt ion à

l r in té r ieur  de  Ia  ce l lu le r ' .

L 'EDTA désorbe plus de 7t % (au premier lavage) et environ 88 %

(après J lavages) du cadmium préalablement adsorbé (SafRCUCHf et al . ,

1979).  Ces auteurs en déduisent que Ir ion cadmium interagit  avec des

l igands de la surface cel lulaire qui sont aisément subst i tuables par

I tEDTA. Ces l igands seraient en major i té des groupements acides (GEISIùEID

et URBACH, 1983)

f}  faut encore signaler que 1 t  EDTA a été ut i l isé pour

quantifier 1a fraction adsorbée d'autres métaux que 1e cadrnium : Ie fer

(DAvrES, tg70), le plomb (scHUtz-BALDES et LEIùrN, 1976) et le zinc (BATns

et  a I . ,  1982) .

I.5. - Absorption du cadmiun par les algues

I . 5 . 1 .  -  B a s e s  t h é o r i q u e s  d e  l r a b s o r p t i o n

Le terme de transport  représente Ie passage drune substance

drune phase aqueuse à une autre à travers une phase hydrophobe, tandis

que Ie terme drabsrpt i ln fourni t  une information supplémentaire quant à

lror ientat ion du processus de transport  puisqut i l  indique une pénétrat ion

dans un système, par exemple une cel lule algale.Quant à 1'accumulat ion,

el le traduit  une plus forte concentrat ion de nétaI dans Ia cel lule que

dans le mi l ieu extér ieur.

Pl-usieurs mécanismes part ic ipent au phénomène drabsorpt ion (JAttr t

et  wAGNEh, 1980 ;  LUOMA, 1983).

i î  1og K = 9r9 pour K [rr ,] (sru,ntrt er MARTELL, rgTt)
1 ,

Ml ,  [ L  ] -

_t_ML I (I'IARTELL et SMITH, 1974)

I  M ] . [ L ]

r i J î  log  K =  1615 pour  K  =



-52 -

I . 5 . 1 . 1 .  -  L a  d i f f u s i o n  s i m p l e  ( =  d i f f u s i o n  p a s s i v e ) .

Un métal  en solut ion dans deux phases aqueuses, séparées par une

phase l ip idique, auiK concentrat ions respect ives c.  et  c telres que c
t 2 ' 1

supérieur à C ,  peut di f fuser à travers une phase apolaire, à condit ion'  
2 '

que 1e méta1 (ou certaines de ses formes) soi t  soluble dans les l ip ides,

ctest-à-dire apolaire ou de faible polar i té.  Cette di f fusion obéit  à }a

première loi  de FrcK qui indique que re f lux drun soluté (F) est

proport ionnel à la di f férence de concentrat ion de part  et  dtautre de ta

m e m b r a n e ( a c = C . - C ^ ) :

ÂnM[  = -
A t

.1=p.
S

Âc

avec

La quant i té di f fusée dans ce cas nr impl ique aucune dépense

d'énergie et i I  en résu1te un transfert  du composé dans la direct ion de

son gradient de crncentrat i ln,  avec obtent ion dtun équi l ibre de

concentrat ion.

Les espèces métal l- iques polaires peuvent également traverser les

membranes non polaires grâce aux pores aqueux (cltÂxn, 079), nais ccux-ci

nront  pas été observés chez les j lgues.

A N M =
A t

S -

A C  =

P -

nombre de molécules de M qui t raversent par unité de temps

( a t)  Ia surface de la membrane.

surface de Ia membrane.

gradient de concentrat ion de M sur 1tépaisseur de la

membrane

coeff ic ient de perméabi l i té à travers la membrane (cm/s.)
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I . 5 . 1 . 2 .  -  L a  d i f f u s i o n  f a c i l i t é e  ( =  t r a n s p o r t  p a s s i f ) .

Certains métaux (= substrats) peuvent traverser une membrane grâce

à des protéines intr insèques ou extr insèques de la membrane

oiasmique qui assurent leurs transports.  Ces transporteurs sont en

nombre f in i  et  réagissent avec leur l igands de manière réversible.  Les

caractér ist iques de la di f fusion faci l i tée sont Ies suivantes :

-  e1le nécessite un gradient de concentrat ion, aucune autre source

d  t  é n e r g i e  l i b r e  n r e s t  n é c e s s a i r e .

-  pour  les  concent ra t ions  é levées  de  subs t ra t ,  la  v i tesse  de

pénét ra t ion  a t te in t  un  p la teau (=  V max. )

-  pour  les  concent ra t ions  fa ib les  de  subs t ra t ,  Ia  v i tesse  de

pénétrat ion est plus é1evée que ce1le attendue pour une

d i f fus ion  s imp le .

-  le transporteur présente une spécif ic i té élevée vis-à-vis

ou  subs t ra t .

-  ce transport  peut être inhibé de façon compéti t ive, incom-

pét i t ive ou non compéti t ive. Dans tous les cas, ]a vi tesse

de pénétrat ion du substrat est réduite.

I . 5 . 1 . 3 .  -  T r a n s p o r t  a c t i f .

De par t  e t  d rau t re  des  membranes b io log iques ,  ex is ten t  des

dif férences de concentrat ion. Le cas du potassium en est une des

i l lustrat ions classiques :  Ia concentrat ion intracel lulaire étant plus de

16 fois supérieure à cel l -e du mi l ieu extracel lulaire chez 11 chlrrel le

( B A R B E R ,  1 9 6 8 ) .

Le  po tass ium es t  connu pour  fa i re  I rob je t  d run  t ransPor t  ac t i f ,

donc contre un gradient de concentrat ion. Un tel  t ransport  nécessite un

apport  énergét ique fourni t  par 1'hydrolyse de 1'ATP. cecj-  expl ique l-e nom

d'ATPases d.onné aux complexes enz]rmatiques, 9ui  assurent spécif iquement

Ie transport  du potassium et qui  sont suscept ibles dtêtre saturés ou

inh ibés .
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I . 5 . t . 4 .  -  Les  ATPases

(1) Dans l-e règne animal, SCHUURMANNS-STEKHOVEN et BONTING (1981) ont

dist ingué 4 grandes classes dtATPases, local isées dans les membranes et

ayant une fonct ion de transport .

-  LrATPase Na+- K+ act ivée (ou st imulée) se retrouve dans toutes les

membranes plasmiques. Ceci est s i  vrai  que cette enzJrme const i tue un

marqueur enzymatique de cette structure. La propriété caractér ist ique

des ATPases animales Na+ - K+ st imulée est leur inhibi t ion spécif ique

par  l rouaba ine .

- LtATPase Ca++ Mg** act ivée (ou st imulée) est local isée dans le

ret iculun sarcoplasmique et le sarcolemrne des cel lules musculaires,

ainsi que dans 1a membrane plasmique du globule rouge. El-l-e a également

été signalée dans les plaquettes sanguines, les cel l -ules placentaires

et nerveuses ainsi que celles provenant du tubule rénal et des glandes

sa l i va i res .

-  L tATPase an ion  -  r rsens ib le r r ,  dont  la  fonc t ion  de  t ranspor t  n res t  pas

certaine, est présente dans les mitochondries de nombreux t issus ( foie,

rein, coeur,  pancréas, muçlueuse gastr ique, glande sal ivaire,

érythrocytes).  El- le a également été mise en évidence dans certaines

fract ions microsomiales et plasmiques.

- Dans la muqueuse gastr ique, une ATPase (H+ - K*) a été individual isée.

El1e permet,  en présence drATP et de magnésium de secréter des

oro tons  en  échange d t ions  K+.

Toutes ces ATPases présentent Ia propriété de catalyser 1'hydrolyse de

I 'ATP en ADP et en phosphore inorganique. Lrénergie l ibre dégagée par

cette réact ion permet Ie transport  des ions contre un gradi-ent

électrochimique à travers la membrane où sont local isées ces enzymes.

(2) Dans Ie règne végétal ,  Ia translocat ion de protons vers l rextér ieur

const i tue le phénomène de transport  pr incipal et  celà aux dépens de

1rénerg ie  fourn i t  par  l rhydro lyse  de  I 'ATP (P00LE,  1978) .  Cet  e f f lux  de

protons est généralement contre-balancé par un flux entrant de potassium

qui peut se faire de façon couplée (f ig.  10a) ou non couplée (f ig.

10b)  à  Ia  sor t ie  des  pro tons .
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F I G , 10 : fvlECAN I SlvlES DE F0NCTI0NNEfviENT DE L'ATPnsr VEGETALE
(â): EFFLUX DE H+ COUPLE DIRECTEITENT A L'ENTREE DE K+
( b):  EFFLUX DE H+ PROVOOUANT UNE ENTREE "ELECTROPHO.

RETIOUE" I)E K*
D'APRES GLASS ET SIDDIOI (1981).

b

H '
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K +ac t ivée  que nombre  drau teurs  on t  appe lé ,
+

une ATPase K '  ac t i vée ,  pu isque l rac t i v i té

augmenta t ion  de  I 'ac t i v i té  ATPas ique due à

Ie  mi l ieu .

Les  pr inc ipa l -es  carac tér is t iques  de  ce t te  enzyne on t  é té  récemment

rassemblées  (LEOI{ARD,  1984) .  E l les  sont  fourn ies  dans  le  tab leau TVI f I .

o ù  l r o n  o b s e r v e  q u e  I e  v é r i t a b l e  s u b s t r a t  d e  l r e n z y m e  n r e s t  p a s  I ' A T P

mais  Ie  complexe ATP- l t lg ,  ce  qu i  exp l ique que la  réac t ion  nécess i te  du

masnés ium e t  que l rATPase K 
*  

s t imu lée  es t  que lquefo is  appe lée ,  dans  la

l i t té ra tu re ,  ATPase l t f+  aépendante  -  K+ s t imu lée .

L e  p H  o p t i m a l  s e  s i t u e  e n t r e  6  e t  6 , 5  ( e n  p r é s e n c e  d e  p o t a s s i u m

5O ml l )  e t  l -a  tempéra ture  op t ima le  en t re  38  e t  40oC.  I I  n rex is te  aucun

inh ib i teur  spéc i f ique  connu (au  cont ra i re  de  I 'ouaba ine  pour  1 ' . {TPase Na

K *ac t ivée) .  Toute fo is .  ce t te  enz l rme es t  sens ib le  à  tou te  une sér ie  de

cornposés  qu i  ae issent  éga lement .  à  des  degrés  var iab les .  sur  les  ATPases

d t o r i g i n e  a n i m a l e .

de

Cette ATPase K + st imulée a été observée dans le  p lasmalemme

nombreuses  espèces  végé ta1es  e t  su r  d i f f é ren ts

t i ssus  vésétaux .  Cet te  enzyme es t  t rès  répandue chez  les  végétaux .  du

moins  chez  les  p lan tes  g lycophytes .  car  les  p lan tes  ha loph l - tes  possèdent

généralemenr une ATPase J[a+ - I (  ract ivée (L. lUCttLt,  1976).  Par ai l leurs i I

ex is te .  éga le rnent .  des  ATPases p lasmalemmiques Ca# -  yg#  ac t i r 'ées

(KUIPER.  1o52)  ou  an ions  s t imu lées  ( ITENDRI I  e t  P I f ,RCE.  1o . iO) .

I I  ex is te  éga lement  chez  les  végétaux ,  des  ATPases qu i  son t

masnés ium dépendantes  mais  non s t imu lées  par  1e  po tass ium.  par  exemple

dans Ie  tonop las te  (DUPO) iT  e t  a1 . .  l9S2)  a ins i  que dans  le  ch lo rop las te

( S H A H A I { .  1 0 . 9 2 ) .

(  3 )  l -es -{TPases aleales .

S i  les  ATPases an imales  e t  végéta fes  on t  é té  fo r t  é tud iées .  Ies

ATPases a lga les  1 'on t  é té .  par  cont re ,  beaucoup moins .  Que lques  ar t i c les .

re la t i vement  anc iens ,  t ra i ten t  des  f lux  pass i fs  ou  ac t i f s  du  po tass ium e t

du  sod iu rn  che:  p lus ie t t rs  a lg l tc -s  mar ines  ou  du lCaqu ico les ,  dont  la

ch lo re l le  (  B i \RRER.  I  tXrE r  BÂRBER . ' t  .S f l IEH.  1ç)72  )  .
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Propriétés Commentaires

t ions neceSsaares

optimal

empérature optimale

nhibiteurs

tructure

ATP complexé avec Ie magnésiun (Kn compris entre

et I mM de ATP-Mg ;: Km légèrement diminué en prés

de K+)

Mg++ car intervient comrne co-substrat avec ItATP

Augmentat ion de la V max. dans lrordre suivant

K+ =  pg .+)  Rb+>Na+)cs+ . }  t t+
4

0 ,

7r5 sans K-

6, J en présence de 50 mM de K-

1 )

2 )

de7

de6

a

a

38 à 40oC (réduct ion importante de

I e  K '  e n  d e s s o u s  d e  3 0 o C  ) .

1a stimulation par

Pas dt inhibi teur spécif ique connu sensibl-e au

D.E.S. ,  DCCD,  Vanadate ,  agents  th io lopr ives  e t  auCa++

insensible à l roubaine, ol igomycine, azoture et

molybdate.

Complexe l ipoprotéique transmembranaire de P.M.

supérieur à 500.000 daltons comprenant au moins I

sous-unité catalyt ique (probablement 2) de P.M. égal à

100.000 daltons et plusieurs sous-unités régulatr ices.

La  ( Ies  )  sous-un i té (s )  ca ta ly t ique(s )  son t

phosphorylés par ITATP et leur dephosphorylat ion est

st imulée par Ie potassium. La phosphorylat ion induit

des changenents conformationnels probablement

médiatés par un échange électrogénique H+ - K+

Tableau XVII I  :  Résumé des caractér ist iques de I tATPase (H+

fraction plasnalenmique provenant de racines

végéta les  (  d raprès  LE0NARD,  1984) .

- K " ) d e l a

de ceLlules
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Des act iv i tés ATPasiques ont été observées sur une fract ion

1969)  e t  chezplasmalemmique, chez Dunal iel la tert io lecta (JOKELA,

Boergesenia forbesi i  (MIZUTA et SUDA, L978).  LrATPase de Duna1iel la

tert io lecta, isolée par JOKELA (1969) possède curieusement

d 'ac t i v i t és  (pH  6  e t  pH>  7 ,5 )  ;  e I1e  es t  dépendan te

elle est pl-us st imulée par 1a présence de potassium (25 mlt)

(25 mt" t )  e t  nrest  pas inh ibée par  l rouabaine à pH 7r5.

L 'ATPase de  Boergesen ia fo rbes i i

deux maximums

du magnésiun ;

que de sodium

possède un maximum dract iv i té à

(3 mM) et est act ivée par le

(10  mM).  E l le  es t  inh ibée par

( v o i r  $  r . 6 . 4 . ) ,  m a i s  I ' a j o u t

pH 816, eI le est dépendante du magnésium

mélange :  sodium (30 mn) et potassium

quelques sels métal l iques dont le cadmium

d'ouabaine ne diminue pas son act iv i té.

Q)  -  Dosage de  1 'ATPase K-  s t imu lée .

Lract iv i té ATPasique K 
+ 

st imulée peut être éva1uée soit  en dosant

directement un des produits de 1a réact ion, à savoir  le phosphore

inorganique (pi)  formé, soi t  en couplant 1 'ADP produit  au cours de

I 'hydrolyse aux réact ions catalysées successivement per 1a pyruvate

kinase et Ia lactate deshydrogénase. Ce type de dosage a dtai l leurs été

automat isé  par  FERARD et  a I . ,  (1975) .

I .5.2. -  Méthodes de mesure de I 'absorpt ion du cadniun.

Drune façon générale, I 'absorpt ion des nétaux peut être passive

sans une quelcongue intervent ion drun transporteur (BRYAN, 1979) ou se

faire par di f fusion faci l i tée (LU0MA, 1983).  En ce qui concerne plus

précisément I 'absorpt ion du cadmium par les chlorel les, la di f fusion et

le transport actif interviendraient (MANG et TR0MBALLA, t978).

La quantité de cadrnium absorbé peut être évaluée par quelques

techniques déjà ut i l isées pour quant i f ier 1 'adsorpt ion du cadmium. La

rupture des cel lules suivi  drune centr i fugat ion di f férent iel le permet

dfobserver que 69 % du cadmium biosorbé se trouve dans Ia fract ion

correspondant au cytoplasne de Ankistrodesmus brauni i ,  ( l , lUgn et aI . ,

1980) ,  c res t -à -d i re  qurune major i té  a  é té  absorbée.  Par  désorp t ion ,

Ia quant i té de cadmium absorbé représente 2r5 % du cadmium biosorbé

chez Phaedactylum tricormutum (COSSa, 1976). Ce dernier chiffre paraît

plus en accord avec les données fournies par Ies cinétiques de fixation

d u  c a d m i u m  ( c f .  5  I . 3 . 3 . 1 1 ) .
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I .q.  ?.  -  Accumufat ion intracel lulaire du cadmium

A notre connaissance, aucun auteur ne présente une étude de

lrensemble de la distr ibut ion du cadmium au niveau intracel lulaire.  Seuls

quelques travaux mettent en évidence une accumulation du cadmium au

niveau drun organite part icul ier.  Ainsi ,  des granules denses

intramitochondriaux caractérisés par une forte teneur en cadmium, ont été

observés chez plusieurs algues dreaux douces (SILVERBERG, 1976).  Une

étude autoradiographique de Porphyra umbilicalis suggère une accumulation

du cadmium au niveau du noyau (t"tRC lnRU et hIILLIAMSON, 1977). Chez 1a

chlorel le,  10 à 15 % au cadmium absorbé est retrouvé au niveau des

mitochondries et des microsomes, tandis que plus de 50 % est retrouvé

dans Ie surnageant après centr i fugat ion à 105'000 g (llAcltto et â1. ,

lg77).  Dans cette fract ion di te ' rcytoplasmique", Ie cadmium se retrouve

combiné à une protéine cytosoluble de faibl-e poids moIéculaire. Cette

métallothionéine a été isolée par HART et BERTRAM (1980) et par NAGANO et

al .  (Lg82a) sur deux souches di f férentes de ch1orel1es.

Cette protéine (pM 8500) serai t  s imi laire aux métal- lothionéines

trouvées chez les mammifères sinon qurel le se caractér ise par un

comportement anionique plus prononcé par chromatographie dréchange dr ions

(NAGANS et al .  1982b).  Chez Euglena graci l is,  une tel l -e metal l -othionéine

a égalemenr été observée (CIUCRICH et aI.  ,  t984).  La synthèse de

cette molécule serai t  à l tor igine des mécanismes de résistance observés

chez 1a chlorel-le (Hmt et BERTRAM, 1980) et chez Euglena gracilis

( nonuY et ar. , 1978) .
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I .6.  -  Effets toxiques du cadnium

I .6 .1 .  -  Rô1e b io log ique du  cadmium :

La plupart  des auteurs sraccordent à penser que le cadmium nrest

ni  nécessaire, ni  ut i le arLK processus physiologiques et biochimiques et

qut i l  est extrêmement toxique pour les organismes vivants.

Toutefois sur Ies algues, un effet  bénéf ique du cadmium a été

observé par quelques auteurs. .100 yg Cd/I  augmente la croissance de

Ch-l-orel-la ell-ipsoidea (NAGANO et a1., 1976). Aux faibles concentrations,

le cadmium augmente fe taux de divis ion (BERLAND et a1.,  1977).  A 660

ygh, Ie cadmium augmente légèrement 1a nunération cellu1aire, le taux de

chlorophyl le et 1e poids sec ( I ,UE-KIM et al . ,  1980).

L.6.2. -  Effets toxiques du cadmium sur les algues :

_/
Lrensemble des études réal isées sur ce sujet se caractér ise par

Ia diversi té des condit ions de cul ture ( lunière, température, nature du

mi l ieu . . . )  des  espèces  a lga les  u t i l i sées  e t  des  c r i tè res  b io log iques

retenus pour évaluer la toxici té.  I l  en résulte que les données de

toxici té de Ia l i t térature ne sont pas toutes conparables entre el les.

1.6.2.1. -  Effets sur la composit ion phytoplanctonique-

Dans une série dtexpérimentat ions où Ie devenir  et  I ref fet  du

cadmium ont été étudiés dans un environnement marin semi-naturel (CnenX;,

aucune di f férence dans la composit ion phytoplanctonique (où Chaetoceros

sp. étai t  prédominant) ou dans Ia biomasse nra étê observée à Ia

concentration de 1 r 3 )IE Cd/I par rapport à celle du témoin où Ia

concentrat ion étai t  20 fois infér ieure (rnnur, tNG et al . ,  1978).

T .6 .2 .2 .  -  E f fe ts  sur  la  c ro issance a Iga Ie .

peuvent être ut i l isés pour mesurer laDif férents cr i tères

JOUANY. 1982) .
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Afin de donner un ordre de grandeur,  Ies seui ls de sensibi l i té ) i

vis-à-vis du cadmium des algues narines varient de moins de I yS/1 lour

Dunaliella bioculata (PENEDA-SARAM, 1975) à 660 lS/1 pour Cricosphaera

(Hymenomonas) carterae (STILII{ELL et CORUM, t982). Pour 1es algues dreaux

douces, c€ seui l  est plus éIevé :  de 20;rg/1 pour Aster ionel la formosa

(COttWly et WfLLIAMS, 197ù à 20 ng/L pour Chlorella regularis (SAKAGUCHI

et  a l . ,  197ù.  18  a lgues  nar ines ,  tes tées  dans  les  mêmes cond i t ions ,  se

caractér isent pas des seui ls de toxici té -) i  compris entre 25 et JO yg/I

tandis que 1es seuils algicides -)î-).' v2pls dg 50 à 1000 /g/1 (nnnlEUn et

a I . ,  1976) .

En mil ieu dulçaquicole, la Ct5O

jours, est de tO5 yS/L pour Chlorel la

Nitzschia cfoster ium alors  qure l le  es t

)i-)eï dy cadmium

saccharophi l -a,

de 3088 yE/L

mesurée après {

476 lgl1 pour

pour Navicula

incer ta  (RACHLTN e t  a1 . ,  t982 a) .

11 est di f f ic i le de comparer les résultats obtenus drun auteur à

lrautre dans Ia mesure où la toxici té est t rès inf luencée par 1es

paramètres physico-chimiques du mil ieu. Ainsi ,  la toxici té du cadmium

diminue lorsque 1e pH, 1a dureté et le calcium augmentent,  ou en présence

de métaux et de complexants (Tableau XIX).  Concernant plus spécialement

Ie zinc, i l  y a une interact ion négat ive entre le zinc et le cadmium

lorsque Coelastrum proboscideum est soumis à une photopériode tandis

quren i l luminat ion cont inue, l t interact ion est posi t ive (MULIER et PAYER,

1 9 8 0 ) .

Ltact ion du cadmium sur la croissance se manifeste, en fai t ,  de

différentes façons : augmentation de }a phase de l-atence (WONG et

aL., lg7g ,  BRAUI{ERS, 1982),  diminut ion du taux de croissanceetdela

biomasse atteinte (gOl,ULy et a1.,  1978 i  FH{NfKOH et aI. ,  1978 t  STRATToN

et CORKE, 1979).

-) i  Seui l  de sensibi l i té (= seui l  de toxici té) :  concentrat ion testée Ia

plus basse pour laquel le on peut détecter un effet  '

)i-).r Seuil algicide = corcêrtration testée pour laquelIe iI y a début de

mor ta l i té .

;rx-x Cf50 :  Concentrat ion inhibi tr ice de 50 % de la croissance.
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Augmentation des Facteura

P r o v o q u e :
Fac  teurB

Duret6 totale

Calcirn

Fer (3+)

Itengeneae

Nicke I

Ploob

Selen iun

Zinc

Ni  t rs te .

Ghlorures

Glutaoiuc

Cystéine

CarraghÉnaner

Ac. h,uniquee

Dena l té  ce l lu la i rc

PH

Référencee

HART e t  SCAIFE (1977)

MULLER e t  PAYER ( I979)

SINCH e t  PANDEY ( I98 I )

F E N N I K O H  e t  e l .  ( 1 9 7 8 )

sÂY et  t {TI Î ÎoN (1977)
HoRNUNG e t  a l .  ( 1981 )
crpps et-colleR (1982)

PAKALNE et aI.
clpps etEf,f,en

( 1970 )  ;  UP IT IS  e t  a l .  ( 1973 )
(  r  982)

PÂKALNE e t  a l .  (1970)  i  UPIT IS e t  a l .  (1973)

crPPs er-eôEFR 0982)

PAKALNE et  a l .  (1970) ;  UPITIS et  a l .  (1973)
NAKANo e;- ;1.  (1978)
crPPs eI-coLLER (1982)
cINcRlcH et  a l .  (1984)

DEVI-PRÂSAD et DEVI-PRASAD (1982)

DEVI-PRASAD et DEVI-PRASAD (1982)

HUTCHINSoN et SToKES (1975)

Lr  0978)

HORNUNG et  41 .  (1981)

sINcH et  PANDEY (1981)

SINGH et  PANDEI  (1981)

vERof  e t  e l .  (1980)

c t  r L  ( 1983 )

PAKALIIE et  a l .  ( t970) ;  UPTTIS et  r ! .  (1973)

pAK LNE et  a l .  ( t970) i  uPl l rs et  a! .  (1973)
srHcH et-FlN-ney ( t g8t )

Tableau XIX :  Effets de quelques facteurs physiques et chimiques sur Ia toxici té

du cadmiun vis-à-vis des algues.

Alguee uti l isÉee
d i n i n u t i o n  d e

l î  tox i .c i té
àu lFente t ion  de

la  rox ic i té

Chlorclla pyrcnoidosa
Coelsstrum proboecideu
Noetôc calcicolc

Clarydmones aP.
Euglene Ep.

Horn id ium wlgare
Coelastrun proboscideur

Ghlorella pyremidosa

Chlore l la  ep .
chlorella Pyrenoidosa

Chlore l  I  a
Ch lore l la  pyreno idoaa

AnkiBErodeenus f alcatus

AnkiBÈrodesnuB f alcatur

Ch lore l le  vu lgar la

C h l o r e l l a  s p .
Eug lena g tac i l ie
Ch lore l la  pyreno idæa
Chlore l la '  Eug lena grac l l ie

Tha laes ioa i ra  f  luv ia t i l l e

Coelastrtn proboecideuo

Nostoc  ca lc ico le

NoBtoc  ca lc ico le

Eucheuoa striatuo
Eucbeuoa epinoeu

Chlore l la  eP.
Nostoc  ca lc ico la

Ch lore l le  aP.
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Le cadmium inhibe lrautosporulat ion des chlorel les (R0SK0 et RACHLIN,

reinhardii et1977).  Cette inhibi t ion serai t  due chez Chl-amydomonas

Chlorel l ,a fusca à Ia diminut ion de I tact iv i té des autolysines

responsab les  de  I 'hydro lyse  des  paro is  ( tnunn,  1984) .

Lteffet  du cadmium sur la divis ion cel lulaire est démontré par

l tappari t ion de cel lules mult inucléées, par exemple chez les euglènes

(FALCHUK et al . ,  L975).  Ce fai t  pourrai t  srexpl iquer par l r interact ion du

cadmium avec 1es groupes thiols des protéines de fuseau cel lu1aire,

observée par FOWLER et aI.  QgAZ) sur des cel lules de test icules du rat.

Par ai I leurs, Ie cadmium réagit  avec les bases des acides nucléiques

(EICHHoRN et SHIN, f968 ;  IZATT et a1.,  l97l) .  Par sui te,  les l ia isons

hydrogènes sont rompues ou ne peuvent se former, ce qui explique Ia

diminut ion de stabi l i té du DNA (srssonnn et al .  t976) et les changements

confornat ionnels de certains t-RNA (HIATT et JACOBSON, 1980).

T .6 .2 .3 .  -  E f fe ts  sur  la  photosynthèse.

Le cadmium provoque une inhibition de la photosynthèse. Chez

Chlorel la pyrenoidosa, i I  d iminue la f ixat ion de C0ret la product ion dr0,

(Hlnt et  SCAIFE, 1977).  La f ixat ion de C0, est également inhibée chez

Anabaena inequalis (STRATTON et C0RKE, 1979), de même que Ia production

d'OZ chez Chlamydomonas rheinhardi i  (OVERNELL, 1975).  Par ai l leurs,

BURNISSN et af. (1979 ont montré que 20 )re Cd/l permettait de diminuer

la production primaire de Scenedesmus quadricauda de 70 %, tandis quril

faut 100 pg/I pour avoir Ie mêne effet pour Chlorella pyrenoidosa et

quri l  faut ajouter jusqu'à 1000 pg/ l  dans le cas d'Ankistrodesmus fal-

catus et de ChIoreIIa vulgaris.

Chez les végétagx supérieurs, in vivo, le cadmium provoque une

fermeture d.es stomates (BAzzAz et aI., 1974 t LAMOREAUX et CHANET, 1978)'

Des traveux récents montrent que lr inhibi t ion du cadmium sur les

chloroplastes isolés intacts ou sur des fract ions thylakoÎdiennes ntest

pas pr incipalement due à une act ion au niveau des réact ions

photosynthétiques se déroulant dans Ia membrane thylakoÎdienne, ni à un

découplage de Ia photophosphorylat ionrmais qu'eIIe se si tue au niveau du

cycle de CALVIN (WEÏGEL, l9U-5a).
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En fa i t , i I  semble que in vi t rorsur des chloroplastes isolés de

plantes supérieures, Ie cadmium inhibe la f ixat ion de COren agissant sur

di f férentes réact ions associées à 1a régénérat ion du r ibulose 1 r  5

diphosphate dans le cycle de CALVfN et en part icul ier sur la r ibulose - 5

- phosphate kinase (WEIGEL, 1985 b).

Le iadmium dininue également l ract iv i té de l ranhydrase carbonique

ASENCIO et CEDENO-MALDONADO, 1979), c€ qui pourrait être dû à la

subst i tut ion du zinc par Ie cadmium (COLEMAN, 1967) déjà notée pour des

enzymes extrai ts drautres organismes que les algues conme par exemple

I 'alcool deshydrogenase (f f f ,UNIl  et  aI . ,  1976) ou Ia carboxypept idase A

(VALLEE et ULMER, L972).

La diminut ion de product ion de NADPH (évoquée par DE FILIPPIS et

aI. ,  1981a) et dtATP synthét ique ne sont pas en cause dans Ia diminut ion

de 1a f ixat ion de C0, observée en présence de cadmium (hrEfGEL, 1985b).

Chez les algues les taux dtATP diminuent sous lract ion de cadmium

chez Euglena graci l is,  alors que ceux diADP augmentent (DE FILIPPIS et

a I . ,  1 9 8 1 b ) .

Le contenu pigmentaire (Chlorophyl le a et carotène) est diminué

chez Aster ionel la formosa (COttt l , lY, 1978).  Le contenu en chlorophyl le a et

b de Chlorel la pyrenoidosa devient s igni f icat ivement plus faible à part i r

de lmg/1 de cadmiun ajouté, et  celà après 24 heures de contact t  après ce

déIai ,  Ie taux de synthèse chlorophyl l ienne nrest pas signi f icat ivernent

diminué (BRAUI{ERS, L982). En outre, Ie cadmium augmente significativement

la surface des thylakoîdes (nACUIIN et al . ,  1982 b),  bien que SILVERBRG

0976) ne note aucune modif icat ion morphologique.

I . 6 . 2 . 4 .  -  U t i l i s a t i o n  d e s  n u t r i m e n t s .

En présence de 0,4 ) tg Cd/I ,  i l  Y

phosphore inorganique (= Pi) ,  ce çIui

de régulation de Ia perméase responsable

crotonensis (COttwRY et WILLIAMS, 1979).

a augmentation de pénétration de

pourrait indiquer une Perte

du transport du Pi chez Fragilaria

Le phosphore qui entre dans Ia

I
I ce}lule,  s€ dépose sous forme de grain de potyphosphates que Iron

re t rouve dans  les  vacuo les .  /
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Le cadmium augmente Ie volurne de ces grains chez Plectonema boryanum

(nlCHlrn et aI . ,  1982 b).  Le phosphore peut également se combiner avec Ie

cadmium qui, Iui aussi, pénètre dans Ia cellu1e pour donner un phosphate

de cadmium insol-uble (HAMPP et aI. ,  1976).

Par contre, l tassimi lat ion des phosphates, de l rammonium et des

nitrates est inhibée chez Selenastrum capricornutum : entre pH J et pH 8

les CI,^relat ives à ces diverses assimi lat ions sont,  de plus en plus
)u

fa ib les  e t  c fes t  1 tass imi la t ion  des  n i t ra tes  (à  pH 8)  qu i  es t  Ia  p lus

touchée (PETERSoN et HEALEY, 1985).

I .6 .2 .5 .  -  E f fe ts  morpho log iques  e t  phys io log iques  d ivers

Le mouvement des cel fules drEuglena graci l is est part j -cul ièrement

a f fec té  (DE FIL fPPIS e t  a1 . ,  1981c) .  De même,  fa  ca lc i f i ca t ion  es t

inhibée chez Cricosphaera (Hymenomonas) carterae (Sfff,LWE'LL et CoRUM,

1982).

Des effets extrêmement var iés peuvent être notés :  chez Anabaena

inequal is i l  y a élongat ion des f i laments, augmentat ion de _Ia fréquence

des hétérocystes, lyse et perte de matér iel  cel lulaire (STRATTON et

CORKE,  lg7r .  A  ce t  égard ,  0 ,1  mM de CdCl2  (so i t  lL ,2  mg Cd/T)  p rovoque

une perte de potassium de lrordre de 20 % portr  la ch1ore11e, que ce soi t

à I 'obscuri té ou à la l -umière (n0 FILIPPIS, 1979 ).  Le métabol isme des

nitrates est perturbé chez Thalassiosira f luviat i l is (LI ,  1978).  Pour

mémoire, c i tons les déréglements du métabol isme des acides aminés

soufrés observés chez 1es mammifères (VnU,nn et ULMER, L972).

Morphologiquement, SILVERGERG (1976)

Ia structure mitochondriale,  correlée avec la

les ni tochondries. Le cadmium provoque la

cell-ulaires chez Plectonema boryanum (RACHLIN

trouve une modification de

présence de cadmiun dans

coalescence des l ip ides

e t  a l . ,  1 9 8 2  b ) .

SOYER et

trois a1térat ions

augmentation du

PREVOT ( tgSt )  t rouvent chez

ultrastructurales : augmentation

Prorocentrum micans

de Ia vacuolisatian,

aussi,  de gravesnombre des lysosomes €t,  1à
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La vacuol isat ion du cytoplasme a, également,  été observée chez plusieurs

algues vertes en même temps que des changements importants de la

structure de Ia membrane cel l -ul-aire (nunntsoiv et ar.  ,  lg7g. rr  faut

rapprocher ce fai t  d fautres constatat ions observées sur drautres

organismes que les algues où Ia substitution du calcium par le cadmium

destabi l iserai t  la membrane et conduirai t  à sa rupture (NORRIS et KELLy,

1977 ;  STACEY et KLAASSEN, 1981).  Le cal-cium et re cadmium se

caractér isent par des diamètres ioniques (non hydratés) très proches.

I .6 .2 .6 .  -  Spéc ia t ion  du  cadn ium e t  e f fe ts  tox iques .

La  tox ic i té  es t  essent ie l lement  due à  l tespèce ion ique l ib re .

Ceci a été démontré, dans le cas du cuivre, où l -a toxici té de ce métal

sur plusieurs espèces df algues est directement rel- iée à l ract iv i té -) i  de

l-r ion l ibre CuH plutôt qurà 1a concentrat ion totale de cuivre (SUttOR et

GUILLARD, tg76 ,  ANDERS0N et MORET\ IgTg ;  sRNA et a1.,  1gg0).

L'augmentat ion des acides humiques diminue la toxici té du cadmium

vis-à-vis du phytoplancton (c. lnssruc, 1980; sEDIACEK et al . ,  1983).  Dans

une eau drun lac très r iche en acide hunique, la crro relat ive à la

f ixat ion du carbone, pour selenastrum capricornutum, var ie de 81 à 169

yg/t  ae cadmium totaI.  Par contre, en terme de cadmiun l ibre, la CI 'O est

comprise entre 34 et 45 ye/t  de Cd++ (LAnCnnfo et a1.,  1983).

Le pH inf lue également sur Ia toxici té du métaI,  soi t

directement car les espèces chimiques dissoutes vont var ier

qual i tat ivement et quant i tat ivement en fonct ion du pH (f igure 11),  soi t

indirectement par compéti t ion des ions H*r.r"c les métaux au niveau des

s i tes  de  l ia ison  (PETERSON et  a1 . ,  1984) .  Ces  deux  e f fe ts  sont  en

principe antagonistes, puisque si  l -a concentrat ion dr ions r ibres

augmente avec Ia dininut ion du pH, Ia compéti t ion avec les protons

augmente égarement (PETERSON et HEALEY, 1985).  prat iquement,

l raugmentat ion du pH diminue généralement la toxici té.  (cf .  Tableau

X i l ) .

-x -  L rac t iv i té  d tun  ion  (A)  es t  égaIe  au  produ i t  du  coef f i c ien t  d rac t iv i té

(Y)  par  Ia  concent ra t ion  (C) .
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POURCENTAGE DU CADMIUM TOTAL

100 l

-6 -q

LOG OH

FIG. 11: SPECIATION DU CADt'lIUf'l EN FONCTION
HAHNE ET KROONTJE, 1973),

DU pH (D,APRES



-68 -

I . 6 . 3 .  -  E f f e t s  t o x i q u e s  d u  c a d m i u m  s u r  l e s  A T p a s e s

Remarquons,  tou t  d rabord ,  que les  t ravaux  consacrés  à  l tac t ion  du

cadmium sur  les  ATPases sont  ra res ,  1es  é tudes  sur  les  ATPases d tor ig ine

an imale  é tan t  p lus  nombreuses  que ce I Ies  por tan t  sur  Ies  ATpases

d ' o r i g i n e  v é g é t a I e .

I . 6 . 3 . 1 .  -  A c t i o n  s u r  l e s  A T P a s e s  a n i m a l e s

Dans le  règne an imal ,  I ' ac t ion  du  cadmium a  é té  tes tée  sur rou t

sur  les  ac t iv i tés  des  ATPases magnés ium dépendantes  ac t ivées  ou  non par

le  sod iwn e t  Ie  po tass i -um.  L 'a jou t  d touaba ine  permet  de  d i f fé renc ie r

I 'ac t i v i té  ATPas ique to ta le  (magnés ium dépendante  p lus  sod ium-potass ium

act ivée)  e t  l rac t j -v i té  ATPas ique masnés ium dépendante ,  la  d i f fé rence des

deux ac t iv i tés  fourn issant  I 'ac t j -v i té  ATPas ique sod ium Dotass ium ac t ivée .

Lrexamen de ces  que lques  données b ib l ios raph ioues  mont re  our i -n

v i t ro  1 'ac t i v i té  - \TPas ique maenés ium dépendante  sod ium-ootass ium ac t ivée

es t  généra lement  p lus  sens ib le  à  I 'ac t ion  du  cadmium que 1 'ac t i v i té

ATPas ique masnés iun  dépenc lan te .

L 'e f fe t  du  cadmium a  é té  é tud ié  sur  d i f fé ren ts  t i ssus  anrmaux.  :

re in  de  ra t  (RIFKIN,  1965) ,  cor tex  cerv ica l  e t  re in  i le  lap in  e t  de  coba l -e

(BÂDEI  e t  a I . .  1970) ,  mecrophages a l -véo la i res  pu lmona i res  de  mouton

( ) IUSTAF. \  e t  CROSS,  1971) ,  fo ie  de  ra t  (ABE e t  ITOKAI fA ,  1973) ,  bordure  en

brosse d.e rat (SUGAI! 'ARA et SLTGAIfARA, 197 5),  épiderme de peau de

grenou i l le  (TAKAD-{  e t  HAIASHI .  1978) ,  b ranch ie  de  c rabe (TUCKER e t  } IATTE'

lqSO) .  To t ts  ces  au teurs  on t  observé  in  v i t ro  une inh ib i t ion  p lus  ou  moins

é ievée.  Le  tab leau IX  reqroupe que lques  pourcentases  d ' inh ib i t ion  cho is is

de  façon à  ê t re  p roches  . te  i0  : i .  Tous  ces  pourcentages  on t  é té  ca lcu lés

par  rappor t  aux  témoins  cor respondants .

I 'e f fe t  inh ib i teur  i .n v i vo  e t  i n  v i t r o  a  é téLa comparaison de

réa l i sée  ches  le  ra t  sur des bordures en brosse du duodenum (S{-IGAIfARAet

t o 7 : l ) .  D a n s  l e s  d e u x  c a s .  l e s  a u t e t l r s  n o t e n t  d e s  e f f e t s

prcs  i t i r .n t iqucs  à  cL 'ux  observés  in  v i t ro  (  c f .  Tab leau

i n h i b i t e r r r . d u  c a d m i u m  a  é g a l e n c n t  é t é  o l ' ' s e r v é  i n  v i v o  p a r

(  t ( ) \ t ' t ) .

X X )  .  L ' e f f e t

C H E T T Y  e t  a I .

i n  v i v o  à  p e u
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I . 6 . 3 . 2 .  -  A c t i o n  s u r  l e s  A T P a s e s  v é g é t a l e s .

Dans Ie règne végetal ,  f rATPase magnésium dépendante provenant

drune fract ion dthomogénat dtépiderrne de feui l l -es de tabac a une act iv i té

nul le lorsque lron remplace Ie magnésium par Ie cadmium (KASAMO, 1979).

Un travail récent montre que Ie cadmium inhibe selon un mécanisme

complexe lrATPase provenant de betterave à sucre (LINDBERG et I{ INGSTRAND,

1985) :  à fortes concentrat ions (supérieures à 100,pM) l -e cadrnium inhibe

lrATPase de manière compéti t ive en formant,  probablement,  un complexe

avec  l tATP,  tand is  que pour  des  concent ra t ions  in fé r ieures  à  100,pM

lract ivat ion spécif ique du potassium est inhibée ;  l t inhibi t ion est

incompéti t ive lorsque Ia concentrat ion en potassium est infér ieure à

5 mM ; el le est compéti t ive lorsque cette concentrat ion est plus éIevée

(supér ieure  ou  éga1e à  10  mM).

I .6 .3 . .3 .  -  Ac t ion  sur  les  ATPases a1ga1es.

Nous nravons trouvé

étude ment ionnant  l rac t ion

plasmalemmique : à tO-3 M,

sodium-potas sium stimulée

(urzura et SUDA, 1978).

t race, dans Ia l i t térature, que drune seule

inhibi tr ice du cadmium (CaCfr) sur une ATPase

lract iv i té ATPasique (magnésium dépendante)

de Boergesenia fo rbes i i  es t  inh ibée de  7L ,7  %
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BUTS DU TRAVATL

Les données bibliographiques qui précèdent, soulignent Ie caractère

bioaccumulateur du cadmium dans les organismes vivants, et en particulier dans

les algues. Si les capacités de biosorpt ion du cadmium par 1es algues ont pu

être est imées globalement,  on connaît  mal,  par contre, les mécanismes de cette

biosorpt ion et la répart i t ion cel lulaire de ce nétal .  Nous avons tenté, dans

ce travai l ,  dtélucider le rôIe joué par Ia paroi  chez Chlorel la vulgaris,  et

en particulier la part de cadmium retenue par cette structure ou capable de

pénétrer à l -r intér ieur de Ia cel lu1e. A cet ef fet ,  nous avons déterminé les

isothermes dradsorpt ion du méta1 par Ia paroi  et  mesuré son absorpt ion

intracellulaire .

La toxicité du cadmium apparaît par ailleurs, extrêmement complexe, se

traduisant par des al térat ions morphologiques et des perturbat ions

physiologiques encore mal élucidées au plan cel lulaire.  Nous nous somnes

intéressés à son act ion toxique sur Ia première structure cel lulaire

rencontrée, à savoir Ia membrane plasnique, une fois que 1e métal aura franchi

Ia barrière formée par la paroi. ta membrane plasmique joue évidemment un

rôle essent iel-  dans les phénomènes de transport 'de nutr iments. Nous avons

étudié plus spécifiquement Ie systène enzymatique impliqué dans les phénomènes

de transport  act i f ,  l rATPase K+ st imulée, au demeurant très peu étudiée au

niveau algaI. Le seul précédent connu est constitué par 1es travaux de MIZUTA

et SUDA (1978) sur une ATPase Na+ K+ st imulée.

Nous avons drabord mis au point l -a technique dr isolement et de

purification de Ia fraction plasmalemmique de Chlorella vulgaris. Nous avons

étudié les facteurs inf luençant Iract iv i té ATPasique K+ st imulée et déterminé

It impact du cadmium sur cette act iv i té en fonct ion de ces di f férents facteurs.

Nous nous sommes attachés à quant i f ier 1a complexat ion de cadmium au sein des

mi l ieux  tes tés .
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C H A P I T R E  I T
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A C T I O N  D U  C A D M T U M  S U R  L A  C R O T S S A N C E  A L G A L E
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,
,' CHAPITRE ff : ACTION DU CADMIUM SUR LII CR0ISSANCE AIÆALE

II.1 -  l {atér iel  et  néthodes.

f I .1 .1 .  -  Le  matér ie l  b io log ique

Le matériel que nous avons utilisé est lfalgue Chlorella vulgaris

8.,  souche 2Ll/ l lb du Centre de cul ture dfalgues et de protozoaires de

Cambridge. Cette souche provient de la col lect ion de Delf t  et  pourrai t

avoir été isolée par BEUERINCK lui-mêne (F.'0TT et N0VAKOVA, 1969) .

La chJ-ore1le est un eucaryote unicellulaire chlorophyllien de Ia

classe des chlorophycées, dont on peut rappeler Ia place dans la

systématique :

E : chlorophytes - CI : chlorophycées -

s/cL 3 chlorophycidés- 0 : chlorococcafes

F :  oocystacées - G :  Chlorel la

Le genre Ch1orella comprend 10 espèces (KESSLER, L978) :

-  C .  fusca

- C. homosphaera

-  C.  kess le r i

- C. sorokiniana

- C. zof ingiensis

- C. protothecoides

- C. saccharophi la

- C. luteovir idis

- C. vulgaris

- C. minut issima

Ces 10 espèces, représentant plus de 80 souches di f férentes, sont

caractér isées par des propriétés physiologiques et biochimiques très

d i f fé ren tes  (KESSLER,  1980) .



FIG. 12 :  SCHE1vIA DU
I'IATUZ I AK
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CYCLE DE VIE DE
ET AL. ,1965 ) ,

LA CHLORELLE ( D'APRES
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Du point de vue écologique, Ia chlorel le est caractér isée par son

ubiquité.  Les chlorel les se retrouvent dans tous les habitats aquat iques

mais aussi dans les déchets, sur les f i l t res biologiques, sur les rochers

humides ainsi  que dans 1'air  (F01T et NOVAKOVA, L969).  EI le a été

retrouvée dans di f férents écosystèmes aquat iques, mais el le nry const i tue

pas la population dominante (nInlHrtEGG, L972 t MATONICKIN et PATLETIC

1975 s  PLANAS,  1975) .

Le fai t  que 1es chlorel les peuvent être isolées de mil ieux très

variés, indique que ces algues nront pas drexigences nutr i t ionnel les très

str ictes en ce qui concerne les nutr iments pr incipaux ou les substances

de c ro issance.

I I .1 .1 .1 .  -  Rappe ls  morpho log iques  e t  phys io log iques .

Chlorel la vulgaris est une algue unicel lulaire,  sol i taire,  non

f lagel lée de forme el l ipsoîda1e

autospores sont el l ipsoidales,

quas iment  sphér iques .  A  1 'é ta t

vulgaris ont une tail-Ie variant de

ou sphérique :  les jeunes cel lules ou

tandis que les cel lules mères sont

adu l te ,  les  d i f fé ren tes  souches de  C.

2 à 10 ;rm.

La reproduct ion se fai t  par autosporulat ion ( f igure 12).

L tappar i t ion  de  2  à  4  au tospores  es t  Ia  p lus  f réquente .  Au dépar t ,

el l -es ont toutes Ia même tai l le :  2 à 3,8 Ir  pour Ie grand âx€ I  1r5 à

2 ,5  )n  pour  Ie  pe t i t  axe  de  I 'e l l ipso îde  (FOTT e t  NOVAKOVA,  1969) .

La planche A pernet drobserver un certain nombre de

caractér ist iques de cette souche. La forme est el l ipsoidale (car i l

sragit  vraisemblablement drune cel l -ule jeune) dont 1es diamètres du grand

et du pet i t  axes sont respect ivement égaux à {r2 et à 2r8 yn. La paroi

algale (P) est mince, environ 50 nm. La planche présentée ne permet pas

drobserver les deux couches mentionnées par SASSEN et al  (1970),  mais i I

est possible de discernerr par endroi t ,  quelques structures f ibr i l la ires.

Le chloroplaste (C) est unique et renpl i t  une grande part ie du

volume cellulaire. I1 a une forme de coupe avec une ouverture

irrégul ière. A 1'état adulte,  i1 rempl i t  jusqu'au 3/4 de Ia périphérie

cel lulaire.
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PLANCHE A : CELLULE DE CHLoRELLA WLGARIS, SoUCHE 217/r1b (x 40.000)

P =  PAROI  ALGALE,  C =  CHLOROPLASTE,  PY =  PYRENOIDE'

A = GRAIN D'AMIDQN ; M = MITQCHQNDRIE T V = VACU0LE;;

L = GRANULE TIPIDIQUE.

l1!+.
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Le pyrénoîde (Py) est bien dist inct,  sphérique ou 1égèrement

el l ipsoidal,  et  de tai l le importante. I I  est entouré de quelques grains

dramidon (A) ,  généra lement  de  2  à  5 .

Quelques mitochondri-es (M) sont également vis ibles, de même que

quelques vacuoles (V) et des granules t ip idiques (L).  Le noyau nrest pas

observé .

Lrespèce Chlore11a vul-garis 8.,  comprenant 1/ souches, possédent

les caractér ist iques physiologiques et biochimiques suivantes (KESSLER,

1976) : Ie pH minimum de croissance est de 4 ; la concentration maximale

de NaCl  pour  1a  c ro issance es t  de  3  % ;  ce t te  espèce nres t  pas

thermophi le ;  el fe est dépourvue dtact iv i té hydrogénasique et incapable

de former des caroténoides secondaires en absence drazote ou de l iquéf ier

Ia gélat ine. En anaérobiose, Ie produit  de fermentat ion formé à part i r  du

.g lucose es t  1e  lac tose .  Cet te  espèce es t  capab le  de  rédu i re  1es  n i t ra tes ,

na is  ne  nécess i te  pas  de  th iamine.

La souche zl l / l lb proprement di te est capable de pousser dans une

eau de mer enrichie mais le poids sec obtenu diminue dtenviron 60 %

(KESSLER,  1980) .  Cet te  souche peut  u t i l i se r  comme source  drazote ,  de

lracide glutamique, de Iracide nicot inique, de la nicot inamide, mais plus

ou moins bien la purine et pas du tout la glutamine (KESSIER et CZYGAN,

l97O). Lracétate (en plus du glucose) peut être ut i l isé comme source de

carbone mais pas Ie lactose, tandis que lrut i l isat ion du saccharose, du

galactose et du fructose donne des résultats mit igés ( fnsSlnR, lÇ72).

En anaérobiose, on ne remarque pas de formation dracide acét ique,

d racide f ormique ni de glycerol (vruyAtçtltqAn et KESSLER, 197 5). Le

pourcentage de paires GC du DNA est de 62,3 % (HELLMANN et KESSLER,

197D. I l  nry a pas product ion drenzymes extracel lulaires capables de

dégrader 1'amidon (KESSLER, 1978).

I I .1 .1 .2 .  -  Compos i t ion  e t  p répara t ion  des  mi l ieux  de  cu l tu re .

(1) Le mi l ieu de cul ture choisi  est celui  de LEFEVRE-CZARDA, modif ié par

incorporat ion d t  ol igo-éIénents

(1980).  Le tableau XXI donne Ia

des réact i fs ut i l isés.

(Ot igo  L .C. ) , re tenu par  la  norne  AFNOR

composit ion de ce mi l ieu et fa référence
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Composés Références
Concentrations

ns/L nM

SOLUTIONS DE BASE

g.(Hor)r,  4 Hzo

K N03

Mg S0Or 7 HZO

r(2 HP04

IIERCK 2L2I

MERCK 5063

MERCK 5886

MmcK 5099

40

100

30

40

r69

1000

122

230

. OLIGO-ELS{EI{TS

Cu S0O, 5 HZO

(tuHO)U ,o7 or4, 4 Hzo

Zn SOO, THZO

Co CIr, 6HrO

I-In (No3)2 ' 4H2o

c6H8o7 ' H2o

t3uo3

PRoLABO 2317423

MERCK 1182

MERCK 888:

MERCK 2539

lmRcK 5940

MmcK 244

ITERCK 165

0,01  5

0 ,030

0 ,030

0 ,030

0 ,030

0r  030

0 ,030

6,  o .  to-5
F

2 ,4 .10  -

F

10 ,4 .10  '

F

t 2 , 6 .LO  '

?

12 ,0 .10  -

14 ,3 .  10 -5
?

48 ,5 .10  -

OTIGO-ELEMH{TS II

Citrate de Fer [(CUHUor)re]

Fe  SQ ,7Hr0
Fe Cl- .6H-o

32

FLUKA 44941

MERCK 3965
MERCK 3943

0 ,8125

0 r  3125
0 ,3L25

?. \
332.t0 -

?

t t2 . to  -

r  16 .  ro -5

Tableau XXI:  Composit ion du mil ieu 01igo L.C.
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Lreau ut i l isée pour l -a confect ion du mil ieu est une eau

déminéral isée sur résines méIangées puis monodist i l lée. La conduct iv i té

est drenviron I  pS/cm. Après quoi cette eau est f i l t rée sur membrane

f i l t rante mi l l ipore O,22 yn.

Le mil ieu de cul ture est préparé à l raide

conme mentionné dans 1a norme AFNOR (t980;,

success i f  d r in t roduc t ion  des  so lu t ions .

de

en

6 solut ions de base,

respectant I  t  ordre

Le pH f inal  avant stér i l isat ion est de / ,  l .  Après autoclavage à

l25o0 pendant 20 minutes, le pH descend légèrement à 7rO5. Aucune

correct ion de pH ntest réaI isée puisque Ia valeur du pH se trouve entre /

e t  7 , 2  ( A F N o R ,  1 9 8 0 ) .

(2) La verrer ie ut i l isée pour les cul- tures de chlorel les est nettoyée

selon Ie protocole de MILLER et aI.  (1978) r  par lavages successifs à

lraide de détergenr sans phosphate (BXfnlU MA 03, MERCK 7550) er dracide

chlorhydrique 10 % (en volume). Un r inçage f inal  minut ieux est ef fectué

par  lavage à  l reau déminéra l - i sée  (3x)  e t  à  I reau monod is t i l l ée  (3x) .  La \

verrer ie est ensuite séchée dans un four PASTEUR à 105oC.

(:)  l , r inoculum représente toujours lO % du volume f inal .  Lrensemencement

est ef fectué stér i l -ement de façon à obtenir  une culture monoxénique

(ence in te  s té r i l i sée  aux  U.V.  ,à  p rox imi té  d rune f lamme,  p ipe t te  s té r i le

à  usage un ique) .

Bien que la plupart des publications revendiquent une monoxénie

absolue, cel- Ie-ci  est mise en doute par certains auteurs. En part icul ier,

certaines bactér ies se f ixeraient dans ou sur 1a paroi  et  ne se

multiplieraient pas ou peu tant que Ia cellule a1ga1e ne se lyserait pas

(BODART,  conm.  pers . ) .

La trmonoxénierr des cul tures de Chlorel la vulgaris est contrôIée

par ensemencement sur mi l ieu sol ide composé de mil ieu ol igo L.C.

addit ionné de l0 à tS % de gélose (Inst i tut  Pasteur,  64477).  Les boîtes

de Pétr i  sont conservées quelques jours dans des condit ions de

tenpérature et de photopériode ident iques à cel les des cul tures.

(4) Le repiquage des cul tures mères se fai t  de façon hebdomadaire en

début de photopériode par ensenencenent drun inoculum algal représentant

L0 % du volume f inal  de mi l ieu préalablement stér i l isé et placé dans un

er lenmeyer  bouché à  I 'a ide  de  co ton  cardé .
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I I . f . 1 . 3 .  -  C o n d i t i o n s  d e  c u l t u r e

Les cultures algales sont réal isées dans une chambre thermostatée

à une température de 20 1 loC. EIIes reçoivent un f lux lumineux de 1500

Itrx (  = 2r25.1r8 joule t-2 .-1 )  au niveau de la plaque supportant les

erlenmeyers. Cet éclairage est assuré par des tubes f luorescents GRO-LUX

(Sylvania, F 40 T 12/GR0). La photopériode est de 16 heures de lumière

pour  8  heures  drobscur i té .

Les  cur tu res  sont  ag i tées  de  façon cont inue à  l ta ide  drun

ag i ta teur  d i t t rva  e t  v ien t r r rég1é à  150 osc i l_ la t ions  par  minu te

I I . l .2 .  -  Méthodes dréva lua t ion  de  la  c ro issance

I I . 1 . 2 . 1 .  -  L ' o p a c i m é t r i e

La dens i té  op t ique des  cu l tu res  es t  mesurée in  s i tu rà  l ra ide  drun

spectrophotomètre PERKTN-ELMER 295 E, à ra longueur dronde de 665 nm. Le

blanc est const i tué par un er lenmeyer modif ié ne contenant que du mil ieu

ol igo-L.C. Une modif icat ion des er lens de cufture permet de faire cette

mesure directement sans avoir  à prélever un al iquot de cul ture et de

compromettre leur stér i l i té.  Cette mesure est caractér isée par une bonne

répétabi l i té (Tableau XXfI) .  Ceci étant,  nous avons choisi  de faire une

seule mesure opacimétr ique par échant i l lon.

No des cul tures Moyenne des  D.0 . Ecart-type coeff ic ient de

variat ion (en %

I

2

J

4

5

95,92
L76 ,54
299,04

429,48
646,02

2 ,42

2 ,76

1  , 88

5 ,  19

l0 '57

2 r 5

l r 6

0 r 6

l 1 2

t 1 6

Répétabi l i té de la méthode opacimétr ique. La mêne

culture étant mesurée successivement J fois de

suite.  Le coeff ic ient de var iat ion est éga1 à

écart  type x 100

moyenne

Tabl-eau XXfI :
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Nous avons également vér i f ié qut i l  existai t  une relat ion

l inéaire entre Ia D.0. et  Ia di lut ion drune culture a1ga1e concentrée. La

f igure  1J  permet  d robserver  une te l Ie  re la t ion  en t re  0 ,083 e t  1 ,130 de

D . 0 .

TI. t .2.2. -  La numérat ion au compteur Coulter

Cet apparei l  a été uti l isé pour Ie comptage de diverses espèces

algales (Bl,-snyno et LEE, L963 ; TLMAVTRTA, 1974). rI est recommandé par

MILLER e t  a1 .  (1978)  e t  pa r  ITOCDE (1983) .

Pour une ut i l isat ion opt imale de cet apparei l ,  i I  faut que, non

seulenent,  Ia suspension algale soi t  t rès homogène et que les algues ne

soient pas en anas ( caractéristiques également valables pour 1'opacimé-

tr ie) mais aussi  que la forme soit  Ia Jr lus sphérique possible.

La chlore1le est donc une algue qui se prête relativement bien à

1a numérat ion au compteur coulter.  Sa faible tai I le nous a conduit  à

ut i l iser un or i f ice de 100,Fn et nous avons réa1isé nos di lut ions dans un

électrolyte standard et dépoussiéré, préconisé par Coultronics ( Isoton

I I ) .

La di lut ion la plus couramment ut i l isée est de t /500, soi t  une

pr ise  dressa i  de  5O 21 de  cu l tu re  dans  25  mI  d ré Iec t ro ly te .  Nous avons

essent iel lement travai l lé sur un volume de l iquide aspiré de 0,5 ml.  Un

minimum de J cornptage successifs est réalisé pour chaque échantillon

a lga1.

Un rrblancrr (avec de l- ' isoton I I  seul)  est réal isé avant tout

comptage et i I  en est tenu compte dans les calculs.

Ltapparei l  ut i l isé est un modèIe Z{ Les réglages choisis,  à

savo i r  l /8  pour  l ra t ténuateur  (=A) ,  t /4  pour  le  courant  d touver tu re  (= I )

et 10 pour le seui l  infér ieur (=t)  permettent de détecter toutes les

par t i cu les  dont  le  d iamèt re  es t  supér ieur  à  1180,pm.  , I l  es t  cer ta in  que

dans ces condit ions, les plus pet i tes autospores (el l ipsoidales) qui

peuvent passer dans Ie microori f ice dans Ie sens de leur grand exe ne

sont pas détectées, compte-tenu que le diamètre minimum du pet i t  axe est

de 1,5 lm. 0r,  Ie calcul  théorique montre que, dans les condit ions

choisies, i l  faudrai t  ut i l iser un seui l  infér ieur,  compris entre J et 6

pour  espérer  dé tec ter  Ies  p lus  pe t i tes  au tospores .
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0,5 1.0

DILUTIONS D'UNE

D ILUT  I  ONS

I'IEIIE CULTURE.FIG, 13: RELATION ENTRE LA D,0, ETLES

NUMERATToN ( .106  cELLULEs/mr - )

SEUIL  DE

COMPTAGE = T

FIG, 14: NUFIERATI0N AU COIIPTEUR C0ULTER EN FONCTION DU SEUIL
UTILISE.
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Un tel  seui l  est malheureusement inut i l isabl-e techniquement,  car
dans  ce  casr  le  carac tère  a léa to i re  e t  l r impor tance des  bru i ts  de  fond e t
des parasi tes viennent al térer la précision des comptages.

Néanmoins, nous avons fai t  var ier Ie seui l  autour de Ia valeur
cho is ie  (=  10)  pour  vér i f ie r  l rob ten t ion  drun  p la teau au tour  de  ce t te
valeur,  et  cera sur di f férentes cul tures. La f ig.  14 est un exenple d.es
courbes obtenues.

Nous avons également vér i f ié qut i l  existai t  une relat ion l inéaire
entre la numérat ion et la di lut ion drune culture algale concentrée. La
f ig.  1J pernet drobserver cette relat ion entre 1886 celtules (numérat ion

minimale) et 36086 (numérat ion maximal-e)

NUI'1ERAT r oN ( ro6 ceLr-uLes/Mr_ )

D I LUTI ONS

0 0 .5

FIG. 15: RELATION ENTRE LA ilut'tERATI0N AU cOt'rpTEUR cOuLTtR ET
LES DILUTIONS D'UNE IiITI'IE CULTURT.

La répétabi l i té de

incl-ut 1e prélèvement drune

d i lu t ion  de  ce l le -c i ,  pu is  la

p lus ieurs  cu l tu res  dont  Ia

XXII I  )

Ia mesure dont on peut rappeler qurel le

part ie al iquote (SO 
2f en généra1),  Ia

numérat ion proprement di te a été testée sur
populat ion est plus ou moins forte (Tableau
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Cultures no Numération moyenne
A

( . t 0 '  c e l l u l e s )

écart-type coef f i c ien t  de

var ia t ion  (en  %)

I

2
a

4

J

6 ro0

t2 ,  12

18 ,82

26 ,48

36,42

0r  06

0 '  15

0 ,  15

0 ,61

0 ,  59

l 1 2

l 1 2

0 r 8

2 '3

l r 6

Tabl-eau XXIII : Répétabilité de la méthode de numération au conpieur

Coulte:"  (au moins g répét i t ions par cul ture).  Les mesures sont brutes (blanc

nen dédu i t ) .

La  répétab i l i té  de  ce t te  méthode a ins i  tes tée  es t  sa t is fa isan te ,

compte-tenu que Ie coeff ic ient de var iat ion est infér ieure à 2,3 %. 11 faut

r"rn."qr"f  qu" fes coeff ic ients de var iat ion obtenus sont du mêne ordre de

grandeur que ceux observés précédemrnent pour Ia méthode opacimétr ique.

I I .1 .J  -  Méthodes dréva lua t ion  de  Ia  tox ic i té  du  cadmium.

I I . 1 . 3 . 1 .  -  C r i t è r e s  d r é v a l u a t i o n  d e  I a  c r o i s s a n c e  :

(1) Lropacimétr ie et la numérat ion ont été développés dans Ie paragraphe

précédent

(2) Le volume moyen cel lulaire est mesuré grâce à un compteur de part icules

équipé dtun analyseur de tai l les à 100 canaux'

I I . 1 .  3 . 2 .  -  P a r a m è t r e s  b i o c h i m i q u e s .

(1) Le dosage de I 'ATP a étê réal isé par bioluminescence après extract ion au

DMSo, en ut i l isant Ia méthode luci fér ine- luci férase, mise au point par Mc

ELROY Ct SELIGER (1963).

(z) Le dosage de Ia chlorophyl le a été réal isé par spectrophotométr ie après

extract ion au méthanol.

L 'ensembfe de ces J dernières techniques est détai l lé plus longuement

dans la publ icat ion ci- jo inte f igurant dans le paragraphe "RESULTATSTT.
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r r .1 .4 . -  Méthodo loe ie  d t in tox ica t ion  des cultures en vue de leur examen

microscop ique. (--

10  mI  d rune cu l tu re  mère  de  7  jours  (T  % =  27  % ;  D.0 .  =  01569)  sont

ensemencés dans 9O mI de mi l ieu de cul ture ! ,  repl icats sont effectués

simultanément.  Les valeurs de transnission sont relevées au début et après {

jours de cul ture en absence de toxique. Au {ème jour de cul ture, 11 m1 de

solut ion témoin ou intoxiquée sont ajoutés à I 'a ide d'une seringue équipée

d'un f i l t re 012 ym (MfLLfP0RE, SLGS, 0S). Les concentrat ions suivantes de

cadmium sous forme ni trate (MERCI() ont été testées :  0 -  2r5 -  J et t2r5 ng/I .

La rétent ion du cadmium par les f i l t res MILLEX a été pr ise en compte et

déterminée par dosage par absorpt ion atomique. Le tableau XXIV résume les

pourcentages de rétent ion observés et les concentrat ions effect ives de cadmium

dans les di f férents er lenmeyers.

Concentrations

voulues en mg/l

Isans rétent ion)

Pourcentage de

rétent ion de

cadmium (%)

Concentrat ions

effect ives de

cadmium en mg/l

0

2 r5

5

12 ,5

L2 '5

12  r z
17  ' 2

o
2 1 2

4,4
Lo  '4

Tableau XXIV : Calcul  des concentrat ions effect ives de cadmium

en tenant compte du cadmium retenu par les filtres

MILLIPORE.

Après 48 heures de culture en présence de cadmium, Ies chlorel- l -es sont

récoltées par centr i fugat ion à 2300 g pendant 10 minutes.

I I .1.J.  -  Préparat ion des échant i l lons algals en vue de leur examen

microscopique

Sur les culots ainsi  préparés, la technique de préparat ion (Hlyl t ,1970)

peut se résumer de Ia façon suivante :  Ajout aux culots de 5 mI droxyde

drosmium à  2  % dans  une so lu t ion  phosphate  (pH 7 ,5) .
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Lrensenble est la issé thJO sous vide avant dtêtre à nouveau centr i fugé à

2100 g pendant 10 minutes. Le surnageant est éI iminé puis 1e culot est une

fo is  r incé  à  l reau avant  d rê t re  inc lus  dans  une gé lose  à  4  % (DIFCO,  0140-01)

pendant quelques minutes. Les culots sont alors coupés en pet i ts morceaux

répart is dans des tubes où i ls vont subir  plusieurs bains de deshydratat ion

dont la durée est de quinze minutes, dans de 1réthanol à concentrat ion

cro issante  (10o,  2Oo,  40o,  60o,  80o,95o) .  3  ba ins  d t t /Z  heure  sont  ensu i te

effectués dans de 1téthanol absolu. Après quoi,  le matér iel  subit  toute une

série de bains successifs pour él iminer Iréthanol puis 1toryde de propylène

(Tab leau XXV) .

Les coupes sont ensuite réal isées sur un ul tramicrotome LKB et examinées

à l taide dfun ni .croscope électronique SIEMENS 101.

Tableau XXV : résumé de différentes étapes d'inclusion du matériel

algaI.

-) i  La résine est une résine à base drEPON (44,7 %) de deux durcisseurs DDSA
( 3 0 , 5  % )  e t  M N A  ( 2 3 , t  % )  e t  d r u n  a c c é I é r a t e u r  D M p  3 0  ( t , 7  % ) .

Composition des bains durée des bains

2/3
t/3

ethanol absolu
oxyde'de propylène

1/3 ethanol absolu
2/3 oxyde de propylène

1 5  m i n .

o:cyde de propylène

30 min .

30  min .

2/3 oxyde de propylène
l/3 résine +t

1/3 oxyde de propylène

12 heures
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I1.2. - Résultats

IT.2.1. -  Croissance des chl-orel les en mi l- ieu non intoxiqué.

Les  courbes  de  c ro issance ob tenues à  1 ta ide  des  mesures  D.0 .  e t  de

numérat ion sont représentées sur la f igure 16. Les deux paramètres sont

étroi tement correlés ( f igure 1/) ,  tout au moins jusqutau 8ème jour de cul ture,

moment à part i r  duquel Ia D.0. croît  plus vi te que Ia numérat ion. Cette

observat ion peut srexpl iquer par l raugmentat ion du volume des cel lules

présentes dans 1e mil ieu.

Ces résultats permettent dtobserver que dans les condit ions de cul ture

ut i l isées, le taux de croissance est maximal entre le ler et  Ie 2ème jour et
qu t i l  d im inue ensu i te .

I I .2.2. -  Effets toxiques du cadmium entre J4 et J6.

Les résultats opacimétr iques exprimés en D.0.

tableau XXVI.

sont présentés sur Ie

Tableau xxvr : Résultats de D.0. des cultures argales intoxiquées.

La D.0. diminue entre J4 et J6 et celà proport ionnel lement à la

concentrat ion de cadmium ajoutée dans les di f férents mi l ieux. Ces { cul tures

arga les  on t  ensu i te  fa i t  r tob je t  de  r té tude mic roscop ique qu i  su i t .

IT.2.3. -  0bservat ions au microscope électronique de I tef fet  du cadmium.

La planche Bl concerne les algues témoins avec un cytoplasme qui dans

l rensemble  es t  re la t i vement  dense aux  é lec t rons .0n  reconnaî t  Ia  paro i  (p ) ,  le

ch lo rop las te  (C) ,  Ie  pyreno ide  (Py) ,  des  gra ins  d lamidon (A) ,  des

mi tochondr ies  (M)  e t  des  réserves  l ip id iques  (L ) .

Concentrat ions de

cadrnium testées

Densité opt iques
Var ia t ion  de  D.0 .

entre J4 et J6
JO J4 J6

0

, ,

4,4
Lo r4

7r
6t

57
6 t

398

417

423

438

420

409

369

301

+22

54
137
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J8 Jto Jtz Jtq

FIG, 16: EV0LUTI0N C0IVIPAREE DE LA I I {Uf iERATION (.)  ET DE LA 0.0,  (o)

TEMPs ( uouns )

D'UNE CULTURE DE CHLORELLES.



0,2

FIG. 17: RELATI0N ENTRE
, LA CROISSANCE

0.6 0.8

ET LA D.O. AU COURS DE
DE CHLORELLES.

NUMERATToN ( ro6 cet tuLES/ML)
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0,4

LA NUI'IERATION
D'UNE CULÏURE
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Éa'' : ;'r*-.3
\ . =

' '..*-,

Py

PLANCHE B1 : CELLULE TEMOIN DE CHLORELLA VULGARIS (x 40.000).

P = PAROI ALGALE T C = CHLOROPIJISTE T PY = PYREûOIDE e

A = GRAIN D'AMIDON ; M = MITOCH0NDRIE, V = VACUOLET;

L = GRANULE TIPIDIQUE.

M



La planche 82 correspond
/-nE/I de cadmium. Les larnelles

espacées que précédemment.  Le

nombreuses vésicules qui occupent

-9 t -

à des  ch lo re l les  cu l t i vées  en  présence de  2rZ

chloroplast iques sont plus nettes et plus

fai t  Ie plus marquant est l tappari t ion de

plus du t iers de la cel lu1e.

La planche BJ représente des chlorel les cul t ivées en présence de 4r4
mg/1 de cadmium. Les parois ne sont plus nettes et tendent à disparaître ainsi
que Ia plupart  des organites intracel luLaires. Les lamel les photosynthét iques

sont encore vis ibles nais commencent,  el les aussi,  à se désorganiser.

Lt intér ieur de la cel lule est à moit ié vacuol isé. 11 y a incontestablement,  à

cette concentrat ion, une profonde al térat ion de toutes 1es structures

internes. A 10, 4 ng/t  de cadmium (planche B{),  l -es effets sont comparables à

ceux observés à 4r4 ng/L.

ïr .2.4. -  Effets du caùnium ajouté avant Lt inocururn algar.  Etude de

dif férents paramètres.

'La publ icat ion qui sui t  rassemble les CI50 obtenues à Iraide de

différents paramètres : opacimétrie, numération, volume moyen cellulaire,

dosage drATP et de chlorophyl le a. La méthodologie dr intoxicat ion des cul tures

correspond à cel le développée dans Ia norme AFNOR (1980).

Les principaux résul-tats de ce travaj-l peuvent se résumer de Ia façon

suivante :

r ,es cr5o var ient seron les paramètres choisis de 0160 à 1,85 mg/t  de

cadmium introduit .  Ces données ont été obtenues en tenant compte de l-a valeur

de chaque pararnètre au début de 1'expériencê, c 'est-à-dire en tenânt compte de

I r inocu lum.

La non prise en conpte de

entraîne une augmentation de Ia

respect ivement pour les paramètres

ce l lu la i re .

Ir inoculun dans les calculs de Ia CI50

C I 5 0  d r u n  f a c t e u r  2 r 7 ,  1 , 9  o u  1 , 1

transmission, densité opt ique et numérat ion

Les deux paramètres opacimétriques - transnission et densité optique -

ne fournissent pas Ia même CI50. Cette di f férence peut stexpl iquer par }e fai t

que les échel les des deux paramètres ne sont pas ident iques :  l rune est l inéaire,

I  rautre est logari thmique
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PTANCHE 82 : CELLULE CULTME EN PRESENCE DE 2,2 ng/J-.

tI

PLANCHE 83 : CELLULE CUTTME EN PRESENCE DE 4,4 ng/L.
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Le volune moyen cellulaire augmente lorsque la concentration en cadmium

augmente.

Lrexpression des paranètres biochiniques par unité de volume celIulaire,

const i tue une nei l leure solut ion que losquri ls sont rapportés à Ia ceI luIe ou

à la biomasse. En effet ,  Ia numérat ion et Ie volume moyen cel lulaire ne sont

pas ident iques selon que Ies concentrat ions testées sont d.e 0 ou de 3 ^gh.

I I . 3 .  -  D i s c u s s i o n

Lrexamen des coupes au microscope électronique permet dtobserver une

act ion toxique certaine du cadmiun sur 1es cel lules algales. Cette act ion est

progressive dans l-a mesure où el le est sensible à 212 ng/L, nais devient plus

importants à 414 et à tOr! ,  ng/\ .  Ces deux dernières concentrat ions entraînent

des effets comparables au niveau des coupes. Les résultats de D.O.

correspondant à ces mêmes algues corroborent ces données qual i tat ives.

Par rapport à I tact ion du cadmium sur un dinof lagel lé

l-a chlorell-e se caractérise par la mêmemicans (PREV0T, LgTg),

Prorocentrum

tendance à la

vacuol isat ion et par des effets plus sensibles au niveau des lamel les

chloroplast iques .

La toxici té du cadmium est rel-at ivement . importante puisqurune

concentrat ion de 0,66 ng/I  inhibe 50 % de la croissance algale exprimée par 1a

numérat ion cel lulaire.  La D.0. et  Ia chl-orophyl le a const i tuent des paramètres

moins sensibles :  les CI50 du cadmium exprimées à 1taide de ces deux

paramèt res  sont  respec t ivement  de  1r10  e t  de  1140 ngh.  Ces résu l ta ts  sont  du

même ordre de grandeur que ceux trouvés par BRAUIÂIERS (1982) chez Chlorella

pyrenoidosa qui t rouvent une CrJO de 3, z ng/ l  en ut i l isant Ia D.0. et  de 2, I

mg/l avec Ie paramètre chlorophylle a + b (exprimé en mg/l).

Parall-èIement, Ie cadmium induit une eugmentation du volume moyen

cel lulaire.  Cette act ion a égalenent été constatée chez Chlorel l -a el l ipsoidea

(f ,Un-f fU et al . ,  1980).  El- Ie correspond aux effets connus cle l - ' inhibi t ion du

cadmium sur la division cellulaire.
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Lorsque ITATP est exprimée en mg/I  de cul ture, nous avons enregistré une

CIJ0 égale à 1 rS ^g/I .  Dtautres travaux du laboratoire ut i l isant une technique

drintoxicat ion di f férente ( intoxicat ion pendant 4 ou 24 heures sur des

cultures plus âgées pr ises 24 à 72 heures après ensemencement) ont permis

drobserver  des  CI jO p lus  é Ievées  :  de  l ro rdre  de  3 ,5  e t  de  3 ,3  ng / I  pour  une

in tox ica t ion  de ,  respec t ivement  6  e t  24  heures  (  V ISSOUH et  a l . ,1981) .  11  es t

vraisemblable que, non seulement Ie temps drexposit ion mais, également,  les

condit ions expérimentales, expl iquent cette di f férence.
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ECOToxtCoLocy AND ENVTRoNMENTAL SAFETY 4,215_223 (lggÛ)

Cadmium lCro Determinations on Chloreila vulgaris
Involving Different Parameters I

R. Tnunnur,* J.  F. Fennno,t  l rp J.  M. JoueNyf
iLaboratoire de toxicologie, Faculté de pharmacie de Paris V,4 avenue de !'Observatorie,T5il)6 paris,

and lLaboratoire de toxicologie, IJER d'Ecologie, Universiré de Metz,
I rue des Recollets, 57000 Metz, Fraàce-

Received May 15, 1979

The ecotoxicity of cadmium nitrate has been tested, at the basic trophic level, on a
chlorophycea alga, Chlorella vulgaris . Several parameters of growth, under strictly defined
conditions, have been selected: opacimetry at 665 nm, cell count biomass volume estimation
(Coulter counter), and ATP and chlorophyll levels. Dose-response curves have been
established and correspond to the percentage of inhibition of culture growth as a function of
Cdz' concentration in the medium up to 3 mgiliter.The 50Vo inhibition of culture growth is
defined as the Cdz' concentration (ICro) inducing a 507o reduction of the number of cells
compared to the control. So, it is clearly pointed out that the size ofthe inoculum is ofgreat
importance. The IC* determinations by cetl count give lower values than by other methods;
on the contrary,'opacimetry gives higher values. These differences are not surprising with
regard to the meanings ofthe various criteria. Therefore, both the selected parameters and the
calculation merhod can greâtly modify the IC. values. Anyway, for routine purposes,
opacimetry is a rapid and sufficiently satisfactory screening procedure, but other parameters
have to be taken.in account in second steps.

Studies of the actions of chemical substances on representative species of fauna
and flora form a great part of ecotoxicological research. In this respect, it is
important to consider the producers, the first level of food chains. Several algae
species have been used for ecotoxicological testing (Ankistrodesmus falcatus,
chlamydomonas variabilis, chorella homospaera, c. pyrenoidosa, c- vulgaris,
Euglena gracilis, Microcystis aeruginosa, Nitzschia palea, Scenedesmus
quadricauda, Selenastrum capricornutum, etc.) and freshwater chlorophycae are
very often selected.

Algistatic activities of compounds are the most frequently determined as an
expression of the toxic effects by way of the ICso. It seemed to us of some interest to
compare the various criteria generally used, on chlorella (Chlorella vulgaris), in
order to appreciate their relative accuracy and to try to define an eventually
standardized,.simple and reliable test.

I. MATERIAL AND METHODS
I.I. Material

The biological material used is a unicellular alga. chlorella vulgaris,
chlorophycae, strain zlllllb, obtained from the Algae and Protozoa Center of
Cambridge. This alga is grown in Lefevre-Czarda medium modified by addition of
trace elements'(trace L.c.).The strain is maintained by weekly subcultures to
avoid depletion.of nutrients in the medium and aging of the culture. Growth occurs

I Paper presented at thc international symposium. "Testing of Chemical Substances for
Ecotoxicological Evaluation," May 15- t7, 1979, Munich-Neuherberg.

0 I 47-65 I 3/80/0302 I 5-09$02.00/0
CopyriSht O l9flt by Acadcmic Press. lnc.
All rights of rcproducrion in dy fom rcscwcd.
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in 250-ml Erlenmeyers containing 190 ml of trace L.C. After sterilization and axenic
seeding with l0 ml of abasic culture, the cotton-stoppered Erlenmeyers are placed
on a gyratory shaker fixed at 150 rpm under 1500 lx and a 16/8 photoperiod.

Testing experiments are achieved on 125-ml special Erlenmeyers, with a lateral
tube allowing an opacimetric measurementin sftz. In every flask,45 ml of liquid is
added: either control medium or medium containing toxicant. After sterilization,
an axenic inoculation is done with 5 ml of a 7-day preculture containing about
14 x 106 algae/ml (OD : 0.4-655 nm). The toxicant-Cd (NOs)2,4H2O-is added
to the culture medium at different concentrations: 0, 0. 1, 0.5, l, 1.5, 2,3 mg/liter.
Growth is realized under the conditions described previously. Three replicates are
done for each concentration. The cultures are stopped 5 days later and several
measurements are taken.

1.2. Methods

1.2.1. Measurement of cultures growth. The first method uses opacimetry in situ
by way of the special Erlenmeyer device. The light transmission reading is
undergone at 6'65 nm.

The second method is a cell count using the particulate Coulter counter, Model
ZB", with a multichannel size analyzer, C1000. The determination requires a 5O-prl
aliquot part diluted 500 times. Three successive counts are taken on each aliquot
part. Then the lfiLchannel size analyzer gives the size histogram of particulates
accumulated on the three successively realized counts. These data allow
evaluation of the mean cellular volume and thereby calculation of the volume
relative to biomass: l0 classes of l0 channels are selected on the C1000 and the
median is defined for each class. The apparatus gives the number of cells in each
class (.ri); this numberis multiplied by the volume of each median channel (ui). The
mean cellular volume is obtained as

t f  -

TABLE I

Crlculettox or IC. sv OPecluptnv

Transmission Optical density

Inoculum Inoculum
included excluded

Inoculum
included

lnoculum
excludedCadmium

concentration
in mcdium

(mgl)
l0U7o

ivo -Tvo
Vo lnhi-
bition

0.372,
o D  - 0

0.372 Vo lnhi-
- 0.071 bition

Vo lnhi-
bition

Volnhi- 85Vo
bition - TVo

0
0 .1
0.5
1.0
1 .5
2.0
3.0

IC' (mgil)

42.50 0
40.75 4.1
30.25 2t.E
26.50 37.6
2t.50 19.4
19.50 54.1
17.00 60.0

r.75

0.372 0.372
0.354 0.354
0.262 0.262
0.233 0.233
0.197 0.r97
0.rE4 0.1E4
0.167 0.167

0.301 0
0.2E3 6.0
0.19r 36.5
0.t62 46.2
0.126 58.1
0.1 13 62.4
0.096 6E.l

42.50 57.50 0
4.25 55.75 3.0
54.75 45.25 21.3
5E.50 4r.50 n.9
63.50 36.50 36.5
65.50 34.50 .10.0
68.00 32.00 43

4.70

0
4.E

29.6
37.4
47.0
50.5
55. l

2. r0 l .  t0
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I .2.2. C ulture lev e ls of ATP a nd c hlorop hy ll. After DMSO extraction, the ATP is
determined enzymatically with a Dupont apparatus (Luminescence Biometer
760). In contact with magnesium ions and ATP, luciferine is oxidized by
atmospheric oxygen and the catalytic action of luciferase; during this reaction
photons are liberated and the light intensity produced is proportional to the amount
of ATP. One milliliter of each algal culture is used for measurement.

The amount of chlorophyll a is estimated after filtration on a 0.45-g.m Millipore
membrane and methanolic extraction in the dark at4"C. Methanol is used because it
is much more efficient than ketone (Steeman-Nielsen, l96l). The OD of extracts is
measured at 665 nm with a Perkin-Elmer 124 D spectrophotometer. The
concentration is calculated according to Odum et al. (1958),

Co: 13.4 OD*r,

where C" is the concentration (mg/liter, of chlorophyll c in the methanolic extract.
1.2-L Cadmium determinations. Ten milliliters of algal culture is filtered as

before on a Millipore membrane and washed twice with bidistilled water. The filter
is mineralized according to the technique of Boudene et al. (1976). Determinations
are done by atomic absorption (Perkin-Elmer 305 B) with a deuterium lamp and
HGA 76 furnace. An automatic injection system, AS l, insures good reproducibil-
ity. The operating conditions are summarized in the following.

Wavelength (nm)
Slit setting (nm)
Argon pressure (bars)

228.8
I
3

Primary phase: Drying
Secondary phase: Matrix destruction
Tertiary phase: Atomization

100"C for 30 sec
350'C for 20 sec

1800'C for l0 sec

2. RESULTS

2.1 . Measurements of Cultures Growth

2.1.1. Opacimetry. Transmission percentages (TVo) are measured for each
sample. The mean values for different concentrations of cadmium in the medium
and for conversion in optical density are given in Table |. One has now to consider
the method of calculation of the ICso. The percentage of inhibition is calculated in
such a way that the IC5e is "the concentration inhibiting 50Vo of the growth compared
to control." But it is also necessary to take into account the light absorption of the
inoculum, that is, the percentage of transmission measured at the beginning of the
test. Under our experimental conditions, that is not negligible (T = 85Vo;
O D : 0 . 0 7 1 ) .

In Table I the basic data (TVo and OD), whether the percentage of inhibition
calculated is taken into account, or not, the opacimetry values ofthe control at Day
0 are given. The values are then plotted on semilogarithmic coordinates against the
corresponding cadmium concentration in the medium. Determination of the ICro is
done graphically: Figs. la and b show the curves. When the inoculum is not taken
into account, the ICss is estimated at 4.7 mlliter (TVo) and at 2.1 mg/liter (OD); in
the other case the calculated values are much lower: 1.75 mg/liter (TVo) and l-l
mg/liter (OD).
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TABLE 2
CALcULATToN oF ICso BY CELL Couxr

219

Cadmium
concentration

in medium
(mdl)

Number of cells
(x l0-6/ml)

%
Inhibition

Inoculum included Inoculum excluded

Number of cells Vo
(x l0-6/ml) Inhibition

0
0 . 1
0.5
1.0
1 .5
2-O
3.0

ICso (men)
graphically
determined

20. l5
16.86
11.77
7.32
4.24
4.02
3.59

0
16.3
4t.6
63.7
79.0
E0. I
82.2

0.66

18.97
15.68
10.59
6 .14
3.06
2.84
2.41

0
17.4
44.2
67.7
E3.9
E5.0
E7.3

0.60

2.1 .2. CeII count with the Coulter counter. According to the observations made
for previous IC56 determinations, the percentages of inhibition are again
determined, excluding or including the cell count of the control at Day 0 (Table 2).
Figure lc shows the IC5q graphic determinations obtained by two different methods
of calculation: 0.66 mg/liter when inoculum is included, and 0.60 mliter in the
opposite case.

The size analyzer C1000 gives the size histogram of the algae in culture, thereby
providing a mean estimate of the volume relative to biomass (Table 3). Figure ld
represents the ICro graphic determination by variations of this volume and is
evaluated at 1.85 mg/liter.

2.2. ATP and Chlorophyll a Culture Contents

The mean values of ATP and chlorophyll a levels in algae are expressed in
micrograms per milliliter. Values of inoculum at Day 0 are talten into account and

TABLE 3
CelcuLnttox or ICr6 gv Volutrle oF THE Blounss

Cadmium
concentration

in medium
(mdl)

Mean cellular
volume
G.mt)

Volume of the
biomass Percentage

(x 103 mm3/ml) inhibition

0
0 . 1
0.5
1 . 0
1 . 5
2.0
3.0

r6.0
lE .9
27.2
37.5
47.2
49. l
52.3

303.5
296.4
2E8.0
230.3
t44.4
139.4
126.4

0
2.3
5 . 1

24.1
52.4
54. I
5E.4

r.E5IC'o (m9l)
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TABLE 4

Cercutlrrox or ICro sv ATP ruo CsronopHyt.t- Lsvels

Cadmium
concentration

in medium
(mdl)

ATP
(r.9ml)

Percentage
inhibition

Chlorophyll
Qælml)

Percentage
inhibition

0
0. t
0.5
1.0
1 .5
2.0
3.0

ICæ (me/l)
graphically
determined

0.295 0
0.235 20.3
0.200 32.2
0.167 45.r
0.144 5r.2
0.133 54.9
0.t23 5E.3

1 . 5

3.  l8
3.07
2-U
2-29
1.38
0.98
0.64

0
3.4

16.9
27.9
56.5
69.2
79.9

1.4

the inhibition percentages are calculated with respect to the control (Table 4). The
ICrs, always determined graphically, are estimated at 1.5 mg/liter according to ATP
level and 1.4 according to chlorophyll a level (Fig. 2).

2.3. Cadmium Determinations

The cadmium concentrations in chlorellae are expressed in micrograms pergram
of dry material (Table 5). Concentration factors corresponding to each
concentration of cadmium in the medium may be calculated as follows:

F c :
cadmium concentration in the weight unit of dry tissue

cadmium concentration in the same unit of water

These concentration factors are of the same order of magnitude in the selected
cadmium concentrations in the medium.

Cadmium concenlraion in tne medium (mgzll

Frc. 2. Graphic determinations of lCra with rcspcct to ATP and Chlorophyll concentrations.

i ol inhibilion
" 

of inhibitlon
(cHr.oRoPHYU)
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TABLE 5

Cnoururr,r CorqcentnrrloN IN Arcel Ttssue

22r

Cadmium
concentration

in medium
(mefl)

Cadmium concentration
in chlorellae

Q"ele dry material)
Concentration

factor

0
0 . 1
0.5
1 .0
1 .5
2.0
3 .0

3
495

2,90
6,940

t2,470
15,150
20,020

a150
59E0
6940
83 l5
7575
6675

3. DISCUSSION AND CONCLUSION

This series of experiments shows that some discrepancy exists in the cadmium
IC56 determinations, onChlorella vulgaris taken as an example. With respect either
to the parameters chosen for the measurements or to the methods of calculation
(Table 6).

Very important variations are observed with opacimetry depending on whether
the inoculum on the first day is taken in account or not. This is not true for the.cell
count with the Coulter apparatus. In fact, in this last case, "the weight" of the
correction due to the count on the first day is small (about 6Vo); on the contrary the
"weight" of this correction is important for opacimetric determinations (35Vo for
TVo,l9Vo for OD).

The first biological parameter considered, i.e., opacimetry, is easy to measure
and fast using the modified Erlenmeyers. It is interesting to note that the ICro
calculated from the same basic data, but expressed either in transmission or in
optical density, varies from l.l0 to 1.75 mg/liter. These variations can be easily
explained because the scale of transmission is linear and also because the optical
density scale is logarithmic.

TABLE 6

Coprpenlsox or Dlrrenexr ICro CIUcULATED

Inoculum

Parameter used lncluded Excluded

Opacimetry
Transmission
Optical density

Cell count
Volume of the biomass
ATP level
Chlorophyll level

4.70
2.10
'j

r.75
l . t0
0.60
1.85
1.50
t.40

. ,  l ' . -  I

"**'
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Chlorophyll (pgzl)

AIPIæ.Àl

Cadmium

in tissue

concentrat ion
( p p m  )

Cadmium conc€ntretbn in the medium ( mgrl )

Frc. 3. Evolution of studied parameters.

The cell count gives, compared to opacimetrY, [Cso values surprisingly much

lower. Looking at Figure 3, one may see that the count is strongly affected, much

more than the transmission; also a good correlation exists between these two

parameters in control algal cultures (r2 : 0.982).
The mean cellularvolume in the cultures increases in populations withincreasing

concentration of cadmium ions in the medium, which is in good agreement with the

TABLE 7
DerenurxntloN oF QunNurIes oF ATP AND CHLoRoPHYLL

Acconotxc ro DIFFERENT ExPREsstoNs

Cadmium
concentration

in medium' (rgD

ATP Chlorophyll

pgml pgll$ cells ,rgmm3 yClml pgllOe cells pdmmJ

0
0 . 1
0.5
1 .0
1 .5
2.O
3.0

0.295
0.235
0.200
0.162
0. l,l4
0 .133
0.123

t5.6
15.0
lE.9
26.4
47.1
46.E
51.0

0.98
o.79
0.69
0.70
1.00
0.95
0.9E

3.lE
3-O7
L@
L29
l3t
0.9E
0.64

t67.6
t95.E
249.3
373.0
451.0
345. l
265.6

10.5
10.4
9.2
9.9
9.6
7. r
5 . 1
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inhibiting effect of the metal on cell division and subsequent increasing

predominance of larger cells (Ferard et al., 1977). This determination not only is

ialuable for estimation of the volume relative to the biomass, but also gives useful

data for interpretation of the ATP and chlorophyll a levels in the algae.

The ICro calculation based on the ATP concentration per milliliter of cultures

took into account the inoculum values at the beginning of the test. However, if these

results are compared to cell counts, one may see that the ATP quantities contained

in the same number of algae, i.e., lOe cells, vary and increase with increasing

cadmium concentration in the medium. This fact is highly surprising according to

the literature (Younes et al., 1975; Silverberg, 1976). But it is evident that the ATP

level in a cell is, in part, a function of its volume. Table 7 shows the steps in the

calculations used to estimate the mean quantities of ATP contained per cubic

millimeter of alga. These ATP levels per volume unit became quite the same in each

case and look then independent of the cadmium concentration in the medium at the

chosen concentration, even close to the IC;0.
The same kind of catculations can be done for chlorophyll a. When this pigment

was estimated in micrograms per number of cells, its concentration also increased

when cadmium concentration in the medium increased to 1.5 mg/liter' If the

chlorophyll is estimated as micrograms per cubic millimeter of alga, the levels are

quite ànstant. For two higher concentrations (2 and 3 mgiliter), the chlorophyll

Ëvels in the alga decrease, and also the ATP levels remain normal.

Returning to lCso determination, Table 6 shows that close values are obtained

using opacimetry in transmission (1.75 me/liter), volume of the biomass (1.85

mgti-teri, ATP level ( I .5 mg/liter), and chlorophyll a level ( I .4 mg/liter). It would be

fairto choose the simplest method (opacimetry). However(Fig.3), measurement of

chlorophyll, a biological parameter, and cadmium concentration in the tissues, an

analytical parameter, are two criteria which vary linearly, but inopposite directions

u""o.ding io increasing concentration of cadmium in the medium; this is not the
- 

èase for the other biological parameters. The chlorophyll determination seems to

show better the bioaccumulation of chlorellae.
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CHAPITRE III

BIOSORPTION DU CADM

DIFT.ERB{CIATION DE t'AD

III.I - MATMTEL ET }MTHODES

I I I .1 .1  -  Le  matér ie l  b io log ique

Les essais sont réal isés sur des cul tures algales en début de

phase exponent iel le de croissance menées dans des condit ions

expérimentales décri tes précédemment (cf .  chapitre f f ) .

a) les cul tures sont âgées de !0 heures af in drobtenir  une

bionasse suff isante pour 1es essais.

b) Dans le cas où l t inf luence de 1tâge des cel lules est étudié,

1es cuftures sont alors âgées de 47 ou de JJ heures, de façon à

ut i l iser des cel lules avant ou après divis ion cel lulaire.

Les solut ions algales sont ajustées avant expérimentat ion à
+ r r

5143 :O,57 .  10"  ce l lu les /n l ,  avec  du  mi l ieu  o l igo  L .C.  e t  à  un  pH de

7,00 1 O,OJ par inject ion de C0,,  gazeux.

I I I . 1 . 2 .  P r é p a r a t i o n  d e  l a  v e r r e r i e .  ,

Lrensemble de la verrer ie ut i l isée est r incé successivement avec

une solut ion dtacide chlorhydrique à lO % et avec de lreau dist i l lée, puis

séché  (c f .  5  r r . l . 1 .2 ) .

Les tubes en polyéthylène utilisés pour les expérimentations (LlnO

EXPRESS SRVICE 062) sont lavés à lreau distil lée puis séchés avant

dtêtre ut i l isés. te reste du matér ief  est const i tué de matér iel  à usage

unique.

I I I . 1 . 3 .  R é a c t i f s

cadmium

avec de

pour  les

(1) f ,es réact i fs sont de qual i té analyt ique reconnue

(2) La solut ion stock de cadmium est une solut ion de ni trate de

commerc ia le  (FLUKA,  20895)  à  1g  cd++h ë  o ,3  %)  a jus tée  à  pH l ,J

1 'ac ide  n i t r ique  (0 ,036 N) .  Cet te  so lu t ion  es t  u t i l i sée  à  Ia  fo is

expér imenta t ions  e t  les  dosages.
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f I I . 1 . 4  -  P r o t o c o l e  d r é t u d e  u t i l i s é .

pr incipe de 1a méthode repose sur I tut i l isat ion drun chélatant :

au cadmium

après lavage

cadmium désorbé par ITEDTA est alors assimi lé

ou dans 1a paroi a1gale, tandis que Ie cadmium

à ITEDTA est assini lé au cadmium absorbé.

I I f  .1  .4 .2 .  Mode opéra to i re

La méthodologie employée est résumée sur la f igure 18. ELIe est

inspirée de l-a technique ut i l isée par BATES et a1. ( tqSZ) que nous avons

Iégèrement modif iée. Des part ies al iquotes (10 n1) de la solut ion algale

de départ  sont introduites dans les tubes de polyéthylène (contenance

20 ml )  ;  au  moins  J  répét i t ions  sont  réa l i sées .

Un second groupe de tubes (avec le même nombre de répét i t ions)

reçoit ,  quant à lui ,  10 ml de mi l ieu ol igo L.C..  Ce groupe a pour but de

prendre en compte l radsorpt ion du cadmium sur Ies parois des tubes.

Les 2 groupes de tubes sont ensuite centr i fugés pendant 10 minutes

à 2300 g. Les surnageants sont soigneusement éI iminés. Cette étape

dréI iminat ion du mil ieu de cul ture est nécessaire pour évi ter la présence

dragents chélatants éventuels produits par les algues. (SWALLoITT et a1.,

1978 s VAN DEN BERG et a1.,  197ù. Les 2 groupes de tubes-essais

(contenant les culots algals) et  témoins (sans culots algals) sont placés

dans un  ba in  thermosta té  à  20  1  0 ,2oC 10 mI  de  so lu t ion  dro l igo  L .C.

contenant du nitrate de cadmium, à Ia concentration voulue, sont

introduits dans chaque tube. Lors de cette addit ion, les culots sont

agités sur un agitateur giratoire de façon à ce que les algues se

remettent en suspension. Après 10 minutes (ou pour certaines

expérimentat ions, tz} minutes) les tubes sont à nouveau centr i fugés

pendant 1O minutes à 2l0O g.

non désorbé
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Après quoi, 1 ml de chaque surnageant est prélevé aux fins
dranalyse dont le résultat  fournira 1a concentrat ion de cadmium restant en
so lu t ion ,  so i t  [Cd ]  ( f ie .  18)  .

s

Après déterminat ion des surnageants restant,  Ies culots sont
ensuite remis en suspension par ajout de 10 ml_ de solut ion drol igo L.C.
contenant  tO-4U (ou  r0 -3  M)  d ,EDTA d isod ique (MERCK 8418) .  L ,ac t ion  de
IIEDTA est étudiée dans les mêmes condit ions de temps (tO minutes) et de
température (20oC) que le contact avec Ie cadmiun. Après centr i fugat ion, 1
mI est à nouveau pré1evé dans chaque surnageant pour analyse, ce qui va
permettre de déterminer la concentration de cadmium extraite par lrEDTA,

soit  [aA]oo(f t* .  18).  Dans une expérimentat ion, ce lavage à I 'EDTA a été
répété une seconde fois.

Après avoir éliminé Ie surnageant de chaque tube, les cul-ots

aIgals sont minéralisés et dosés pour fourrrir la concentration de cadmium

res tan t  après  ex t rac t ion  par  I 'EDTA,  so i r  ICa ]  ( f ie .  f8 ) .
AB

Ltintérêt d 'un tel  protocole où toutes Ies opérat ions se font d.ans

Ie même tube, est de perînettre la réal isat ion de sér ies dressai

importantes, tout en limitant les contaninations, particulièrement à

redouter dans le cas du cadmium.

I I I . 1 . 4 . 3 .  C o r r e c t i o n s  ( v o i r  A n n e x e s  I , I I ,  I I f  e t  I V ) .

I I I .1 .4 .4 .  Ca lcu ls  des  quant i tés  de  cadmium adsorbé,  absorbé e t  b iosorbé.

(1) Les di f férentes correct ions étant réal isées, La quant i té de cadmium

adsorbé est obtenue par Ia di f férence ( [cd] AD essai -  [ca] l t  témoin)

ramenée au volume de 10 ml.  Si ,  par exemple :

I  Cd ] nn 
essai corrigé = t43,44

I  Cd ]nn témoin corr igé = 1,84

Le sutvant :

84 = 1,416 / rg  cd.

100

Un tel  calcul  permet ainsi  de tenir

cadmium adsorbé par 1es parois du tube 1 r :  1,3

au cadmium adsorbé par les algues ) .

calcuI

r43
e s t  l e

4 4 - L

compte des

% dans ce cas

quant i tés de

par rapport
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rr  suff i t  ensuite de calcurer le nombre de nanomol-es

correspondantes (soi t  1216) et de diviser par Ie poids sec correspondant à

l0 ml de solut ion algale introduite au début de l rexpérimenrat ion (0,570

mg). Dans I texemple trai té,  Ia quant i té de cadmium adsorbé trouvée est de

22rL0 nmoles Cd par mg de matière sèche.

(Z) ta quant i té de cadmium absorbé est calculée de façon ident ique, €h

utilisant l-a formule suivante : [Ca]An essai - [Ca] AB rémoin.

soi t  avec I  Cd ]Æ essai corr igé :  2rJL

t aU ]ou témoin corr igé :  0,39

2 , 3 1  -  0 , 3 9  =  O | O L 9 2 , F g  C d

100 = OrtT nmoles pour 01570 mg de matière sèche.

La quantité de cadmium adsorbée est donc égare à 0,30 nmoles cd par mg

de mat iè re  sèche.

3) La quantité de cadmium biosorbé est simplement calculée en faisant Ia

somme du cadmium adsorbé et absorbé.

4) Le calcul  des incert i tudes sur les concentrat ions de cadmium adsorbé.

absorbé et biosorbé est détai l lé dans lrAnnexe V. 
:

Nous ne rappellerons ici, que les résultats finaux, de

Itexpérience présentée, à savoir  :

[Cd ]  adso rbé  -  22 ,1013 ,J l  nmo les  Cd /mg  p .S .

C .V .  =  l 5 r9  %

[Cd]  absorbé = 0,30 1 0,07 nmoles Cd/mg P.S.

C .V .  =  24 ,9  %

fCa] Uiosorbé = 22,40 I 3,5t nmoles Cd/mg P.S.

C .V .  =  L5 r7  %
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Sans vouloir empiéter sur la

variat ion obtenus si tués entre 15

l racceptab le ,  compte- tenu de  tou tes

( c f .  A n n e x e  V ) .

discuss ion,  les

et  25 % restent

les corrections et

coeff ic ients de

du domaine de

calculs réal isés

r r I .1 .4 .5 . Calculs des concentrat ions de cadmiun restant en

so lu t ion .

Ta concentrat ion cle cadmium restant en solut ion est calculée

à part i r  de moyenne normal isée (voir  Annexe V).  Lr incert i tude sur

le résultats exprimé en mole/I est Ia suivante :

7,60  !  0 ,J6  ; rM -  c .v .  =  4 ,7  %

I

f l f .1 .4 .6 .  Mod i f i ca t ions  appor tées  à  Ia  méthodo log ie  de  BATES e ta l ; (1982) .

En ce qui concerne les condit ions opératoires, nous avons

réalisé nos expérinentations sous une luminosité ambiante (au lieu de

Irobscuri té) de façon à se si tuer dans des condit ions de l-uminosité

moyerure (environ 500 lux).  Les mi l ieux dr intoxicat ion (Cd) et de

désorpt ion (EDTA) ont été réal isés dans le même mil- ieu (ol igo f , .C.) de

façon à évi ter tous problèmes de choc osmotique.

Par comparaison à la méthodologie utilisée par BATES et al.

( tgAZ), la correct ion de l iquide résiduel est plus faible z 5,44 yI au

I ieu  de  38  / I  
(c f .  Annexe I f ) .  De p lus ,  i l  n ry  a  nu l  beso in  de  cor rec t ion

pour Ia perte de cel lules au cours de I tél- iminat ion des surnageants et

celà du fai t  de Ia technique ut i l isée (vi tesse de centr i fugat ion plus

é Ievée :  2300 g  au  l ieu  de  $00 g) .

Nous avons introduit une correction supplémentaire correspondant

au cadmium résiduel après lavage à l tEDTA, ainsi  que I tut i l isat ion de

tubes témoins de façon à tenir  compte de 1tadsorpt ion du cadmium sur les

paro is  des  tubes .
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I f I .1 . t  -  Déterminat ions  ana ly t iques

(f)  le cadmium est dosé par spectrophotométr ie drabsorpt ion atomique sans

flamme (pnnffU ELMER 4O5 B équipé drun four HGA-76, drun passeur

automatique AS I  et  dtune lampe à deutér ium pour correct ion non

spécif ique).  Les échant i l lons correspondant aux di f férents surnageants

sont placés dans des tubes de polypropylène (l,lB0 EXPRESS SERVICE , TC

1,5) et dosés directement sans minéral isat ion préalab1e dans 1es 24

heures. Les concentrat ions de cadmium sont déterminées par conparaison à

une gamme éta1on.

Les échant i l lons dralgues, minéral isés, sont analysés 1e jour J +

2. Les tubes contenant les cufots algals sont placés à 65oC pendant un

minimum de 12 heures. 0,2 m1 dracide ni tr ique suprapur (MERCK, 441) sont

ajoutés aux résidus secs. Les tubes sont bouchés et placés pendant 12

heures à ta même température dans un dispositif spécial qui permet

d t éviter le départ du bouchon et de maintenir les tubes fermés durant

toute Ia minéral isat ion. Après refroidissement,  Ies résidus de

minéral isat ion sont complétés avant le dosage à 10 mI par ajout de 9,8 mI

d r e a u  d i s t i l l é e .

Ces minéral isats sont dosés par Ia méthode des ajouts.  Le résultat  drun

témoin (au moins) minéral isé dans les mêmes condit ions, et  contenant O12

mI dlacide ni tr ique, est retranché des valeurs obtenues. La sensibi l i té et

la reproductibilité des déterminations analytiques sont fournies en Annexe

vr.

(Z) les numérations cellulaires et les volumes moyens cellulaires

déterminés sefon des techniques précédemment exposées (mUHnUf

1 9 8 0 )

a I  . ,

(3) te poids de matière sèche est mesuré à l taide drune balance METTLER

modèl-e H51. J0 mI de solut ion algale sont f i l t rés sur un f i l t re MILLIPORE

(HlWp - 47 nm de diamètre -  0,dJ um) pré-seché et pré-pesé. Puis Ie f i l t re

est séché à 65oC pendant 2{ heures avant drêtre à nouveau pesé.

sont

e t



- l l 2 -

III.2. RBSULTATS

f I I .2 .1 .  E tude de  I radsorp t ion  e t  de  l tabsorp t ion  en  fonc t ion  du  temps.

La f igure 19 i l lustre l taugmentat ion de diverses var iabl-es en

fonct ion du temps. I I  y a une augmentat ion des di f férentes composantes de

Ia biosorpt ion mesurée entre 10 et 120 minutes. Toutefois,  les

augmentat ions de 9 % potr la biosorpt ion, de 81 3 % pour l radsorpt ion et de

53 % pour l rabsorpt ion ne sont pas signi f icat ives -)(-  au seui l  de 5 %,

compte-tenu de 1a var iabi l i té des résultats.

Nous avons étudié,

éga le  à  100 le / t ,  so i t  0 ,89

dt incubat ion des algues en

standard) et 120 minutes.

f l  s favère  donc  qu laprès

dradsorpt ion ai t  quasiment atteint

guère. Par contre, l raugmentat ion

minutes, bien qurel le ne soi t  pas

pour une concentration de cadmium introduit

)rM, deux modalités correspondant au temps

présence de cadmium : 10 minutes (condit ion

10 minutes dr incubat ion, le phénomène

son équi l ibre et qut i l  ne var ie plus

de 53  % ae t rabsorp t ion  en t re  10  e t  120

signif icat ive, semble indiquer que ce

équilibre durant les deux heuresprocessus nta t te in t  pas  son

d t  expérimentat ion.

TTI.2.2. Etude de la capacité de désorpt ion de di f férentes solut ions

mola i res  d tEDTA.

Nous avons volontairement ut i l isé pour cette expérience, une

concentrat ion de cadmium très é1evée, à savoir  100 ms/l  (0,89 mM), af in de

véri f ier expérimentalement si  Ies capacités de désorpt ion de I tEDTA

0r1 .mM éta ien t  su f f i san tes .

Nous avons  tes té  deux  so lu t ions  d tEDTA,  I 'une  à  0 r1  mM et  l rau t re

à 1 mM, et ce, af in de voir  s i  les capacités de désorpt ion des deux

solut ions étaient di f férentes. Les valeurs de LCa] et del0d].-retrouvées

sont tout-à-fait comparables et i1 nry a pas de uiPré."rr]" #lr,i.ricative

entre les deux modal i tés (Tableau XXVII) .

)(- en comparant le

fornule qui suit au

t

t

cal-culé (avec Ia moyenne des 2 variances) par Ia

trouvé dans la table de t 2

enne 1 -

varrance commune + varl-ance commune
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Cnomrum ADsongÉ(. ) ,  ÆsongÉ(+) ET BlosonsÉ(o )

(10-e MoLES /  ne P.S.)

POURCENTAGES

ENTRE IU  ET

D'AUGmENTAT I  oN

120 mtNUrEs:

9,02
8,37.

53,37"

AI}TAB:
AD:
AB:

FIG. 19 :

TEMPS(mt nures )

EVOLUTION DE L'ADSORPTION, DE L'ABSORPTION ET DE LA
BIOSORPTION DU CADIV|IUT'I ENTRE 10 ET 120 IVIINUTES.
LEs rRAtrs  REpREsenrenr  I  EcART-TYPE.
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Molarité de la

so lu t ion  dTEDTA

uti l isée

Cd adsorbé

I écart-type

(nmoles/mg P.S.  )

Cd absorbé

I écart-type

(nmoles/mg P.S.

10 -  4

J10 205,86  !  3 t ,25
rgg,84 !  zg,gg

2 ,32 !  O,g8

2 ,47 !  O,6 t

Tableau XXVfI :  Comparaison de Ia capacité de désorpt ion de

deux solut ions dtEDTA de molar i té di f férente

( intoxicat ion à 100 mg/I  ;  P.S. = 372 IB pour 10 mI de

so lu t ion  a lga le ) .

Dans les expérimentat ions qui suivent,  nous avons préféré ut i l iser

ITEDTA 0r1  mM,  drau tan t  que les  so lu t ions  de  cadmium tes tées  sont  au  moins  10

fo is  mo ins  concent rées .

I ] . I .2.3. Effet  du rni l ieu dr incubat ion ut i l isé :

Lteffet  du mi l ieu dr incubat ion a été testé à deux concentrat ions tO yS/L

(89  rM)  e t  10  mg/ f  (89  lM)  de  cadmium,  à  pH non a jus té .

A  lO yg /L ,  lo rsque l ron  renp lace  1e  mi l ieu  o l igo  L .C.  par  de  l reau

dist i l lée, l radsorpt ion et I rabsorpt ion augmentent simultanément.  L 'adsorpt ion

est mult ip l iée par un facteur 2, tandis que I tabsorpt ion est mult ip l iée par un

facteur {  ( t ig.  20).  Dans fes deux cas, Ia di f férence est s igni f icat ive au

seu i l  de  5  %.

A 10 mg/I ,  i I  y a aussi  une augmentat ion signi f icat ive (  
"(  

= 5 %) ae

lradsorpt ion et l rabsorpt ion, mais moindre que précédemment,  d" Irordre de

1 , J 0  d a n s  l e s  d e u x  c a s  ( f i g . 2 0 ) .

Ces résultats montrent qut i l  y a compéti t ion avec un ou plusieurs

ol igo-éIéments majeurs entrant dans Ia composit ion du mil ieu ol igo L.C.,  à

savoir  le magnésium, le calcium ou Ie potassium, compéti t ion dont les effets

sont plus marqués à 10 pg/ l  qu'à 10 nE/L.
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TTI.2.4. Effet  du potassium

Afin de tester la part  respect ive des métaux monovalents et divalents

dans cette compéti t ion, Ie potassium a été ajouté au mi l ieu ol igo L.C. sous

forme ni trate et à une concentrat ion de 2,Ç0 mM. Lteffet  de Iraddit j -on de

porassium a êtê testé à 10 pg/l (89 nM) et 10 mg/I (89 pt) de cadmium.

Pour les deux concentrat ions envisagées, i1 n'y a pas de di f férence

signif icat ive au seui l  de 5 % entre les mi l ieuK avec ou sans potassiun, ç lue ce

soit  pour Ie cadnium adsorbé ou absorbé (Tabl-eau XXVIII) .

labl-eau XXVIII : Adsorption et absorption du cadmium avec ou sans potassium à

deux concentrat ions di f férentes.

r r r  .2  .  5 . Etude de lradsorpt ion et de l rabsorpt ion en fonct ion de

concentrat ions croissantes de cadmium introduit-

Nous avons étudié les deux paramètres - adsorption et absorption - dans

deux condit ions di f férentes de pH :  pH non ajusté et pH ajusté. Dans Ie

premier cas, Ie pH des solutions de cadnium diminue lorsque leurs

concentrations en cadnium augmentent. Dans Ie second cas, le pH a été régu1é à

7 par I taddit ion de potasse :  par exemple, pour les plus fortes concentrat ions

de cadmium testé ( tO mg/f) ,  1a concentrat ion de potassium dans le mi l ieu étai t

de 2,88 mM. Les résultats de l rexpérience précédente montre qutà cette

concent ra t ion  Ie  po tass ium nra  pas  dre f fe t  s ign i f i ca t i f .

mi l ieu test Cadnium adsorbé
1 écart-type
(nmol-es/mg P.S.)

Cadmiurn absorbé
J écart- type
(nmoles /mg P.S.  )

J-+
cd '  '

+
K '
mM

to ys/r
gg nM

0 0,449 I  o ,o5z 0 ,0206  I  0 ,0064

2 1 9 0,478 I  0 ,049 0,0136 I  o ,oo46

10

89

nEh

yu

0 47,71  !  5 ,07 2 ,23  !  0 ,37

2 1 9 43,72  :  4 ,12 2 ,07  I  o r  31
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CnomruM ADSoRBE ou

EN moles/  ma

ABSORBE

P. S.

À

pH =3,7

10-6 1O-5 1O-4

CeomruM RESTANT EN soLUTtoN EN MoLEs/L

FIG. 21 : ADSORPTION ET ABSORPTION DU CADI'IIUIYI A PLUSIEURS

CONCENTRATIONS AVEC ET SANS AJUSTEMENT DE PH
(  l es  BARREs REPRESENTENT 1  EcART-TYPE ) ,
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Chacune des  concent ra t ions  tes tées  (0101 -  0 r1  -  1  e t  10  ng / \ )  a  fa i t

I tobjet drau moins J expérimentat ions di f férentes et les résultats moyens sont

rassernblés sur Ia f igure 21.

0n dist ingue, dans 1es deux cas, deux zones selon que

de cadmium retrouvée dans Ie surnageant I Cd Jr""t inférieure

7,5 y I4 z

1a

ou

concentrat ion

supérieure à

(t)  pour une concentrat ion de cadmium I C0 ]^ infér ieure à 7,5 ]M,- S

lradsorpt ion sui t  un isotherme de FREUNDLICH l inéaire en coordonnées log-1og.

La pente des droi tes est ident ique, que Ie pH soit  ajusté ou non (tableau

XXIX). Si  la droi te correspondant au pH ajusté est s i tuée au-dessus de cel-1e

correspondant au pH non ajr-tst4, 1a ,-l-j-ffét:ence entre les detrx n. ranoa.ra-ît

pas signi f icat ive au seui l  de 5 %.

pH ajusté

G7)
pH non ajusté

Cadmium adsorbé

I oga= -31080

n  =  01857

r  =  0 ,9967

Ioga=-3 ,268

n =  or84o

r = o 19996

Tableau XXIX : données des isothermes de FREUNDLICH (pour des concentrations

introduites de cadmium al lant de 89 nM à 8r9,pl t) .

Quant à l rabsorpt ion, les mêmes constatat ions restent valables :

les pentes sont toutefois plus faibles que ceI les relat ives à I tadsorpt ion.

La part  respect ive de l tabsorpt ion diminue donc quand les concentrat ions

introduites ausmentent.

(Z)  pour  une concent ra t ion  de  cadmium t  Ca] rsupér ieure  à  7 ,5  y t4 ,  1a  pente

des droi tes var ie selon que Ie pH est ajusté ou non pour les deux phénomènes

mesurés. Les di f férences sont signi f icat ives au seui l  de 5 % pour les points

correspondants à Ia plus forte concentrat ion testée, 10 mg/I .
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(a )  t radsorp t ion  tend vers  une l im i te  quand le  pH nres t  pas  a jus té .  I1  y  a

saturat ion progressive des si tes de f ixat ion. Ltéquat ion de lr isotherme de

LANGMUIR ajustée aux trois derniers points permet de déterniner que dans ces

conditions on ne peut fixer plus de 51 nmoles Cd/mg de matière sèche.

A pH 7, la pente de

légèrement supérieure) à celle

déterminé, est nettement Plus

ce qui indique un changement

en fonction du pH.

la droite du même ordre de grandeur (voire

de lfisotherme de FREUNDLICH précédemment

impor tan te  que lo rsque Ie  pH nres t  pas  a jus té ,

de Ia capacité dtadsorpt ion de Ia paroi  algale

(b) Lrabsorpt ion se trouve être légèrement augmentée

dépasse / rJ  )ù t ,  on  ne  cons ta te  pas  ic i  d 'e f fe t  de

I tabsorp t ion  à  pH non a jus té .

lorsque I ca ]
saturation nouf

TTI .2 .6 .  E f fe t  de  1râge des  ce l lu les

Deux populat ions algales ont été testées. La cul ture I  préIevée après 47

heures de culture se caractér ise par une numérat ion (avant di lut ion) de
^

7 162.10" cel luIes/ml,  tandis 
lue 

Ia numérat ion de la seconde culture arrêtée

après  JJ  heures  es t  de  11r82.10 t  ce l lu1es /ml .  Compara t ivement  aux  ce l luLes  de

la cul ture 1, les cel lules de la cul ture 2 sont plus pet i tes comme l t indique

leur volune moyen cel lulaire et leur poids sec ( tableau XXX). La var iat ion de

ces 3 paramètres indique qurune part ie de la populat ion srest div isée.

Le tableau XXX permet drobserver que lradsorpt ion augmente de L3 % et

I tabsorpt ion diminue de 3l  % avec des cel lules de 1a culture 2, plus pet i tes.

Mais i }  faut rester prudent dans lr interprétat ion de ces résultats,

compte- tenu qur i l s  ne  sont  pas  s ign i f i ca t i vement  d i f fé ren ts  au  seu iL  de  5%.



- 120 -

CH.LIILES

EXPERTMH{TEES CTTLTI]RE 1
i
I CI'LTTIRE 2

Volune cellulaire
.t

moyen (en;rnù) t8r21 15,84

Poids (en ps)

8,  t8 7 ,13

ADSORPTION LOO 16 113

ABSORPTION LOO % 6e%

TABLEAU * 
: 

Adsorption et Absorption de cellules avant (culture 1) et

après division (culture 2).
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Irr.3. Drscussr0N

( f )  m néthode dréva lua t ion  de  l radsorp t ion  e t  de  l rabsorp t ion  u t i l i sée  dans

ce travai l  suppose que ITEDTA désorbe et chélate tout le cadmium adsorbé et

non 1e cadmiun absorbé. A cet égard, nous nravons pas la preuve que ITEDTA ne

puisse pas se complexer avec du cadmium déjà absorbé. Encore faudrai t- i l  que

le complexe EDTA-Cadmium puisse franchir vers ltextérieur Ie plasmalemme alga1

et celà en 10 minutes. Compte-tenu que le cadmium chélaté par ITEDTA est t rès

faiblement et t rès lentement accumulé par les cel lules au cours de leur

c ro issance (CoSSA,  1976) ,  i1  es t  peu v ra isemblab le  quren l respace de  l0

minutes, le cadmium désorbe ou complexe du cadmium déjà absorbé.

Quant à désorber tout Ie cadmium adsorbé, le calcul  montre quren

présence de 1O ml d'EDTA 0r1 mM, se trouve dans Ie mi l ieu l  J lmoles d'EDTA qui

peut complexer les ions divalents présents normalement dans le mil-ieu oligo

L.C. à savoir  1169 mmoles de calcium et 1122 mnol-es de magnésium, ainsi  que

des quant i tés inf imes de cuivre, z inc, cobalt ,  manganèse et fer (cf .  Tableau

XXI, chap. I I ) .  Le fer,  en part icul ier,  qui  a une constante de stabi l i té

très élevée, mais qui est en très faible quant i té,  ne va pas gêner la

désorpt ion du cadmiun aux doses ut i l isées. I l -  en est de même pour les

autres métaux qui ont des constantes drassociat ion plus faibles que cel les

du cadmium. En fai t ,  nous observons que I iEDTA désorbe entre 96 et99 %

du cadmium biosorbé et quren décuplant la quant i té dtEDTA i l  nty a pas de

variat ion signi f icat ive des quant i tés de cadmiun adsorbé et absorbé (cf .

Tableau XXVII) .  Le pourcentage de cadmium désorbé par ITEDTA est,  de p1us,

comparable à celui  obtenu par COSSA (1976) à l raide de cystéine 2 mtr l ,  soi t

en t re  9615 e t  98 ,3  %.

La technique utilisée constitue, actuellement, Ia moins mauvaise néthode

de quant i f icat ion de I tadsorpt ion et de I 'absorpt ion. ELle a, de p1us,

Iravantage de quant i f ier les deux phénomènes et non pas de faire la di f férence

entre Ia biosorpt ion et I radsorpt ion pour obtenir  l rabsorpt ion. Ce faisant,

eI le a I ' inconvénient dtobtenir  des résultats dont les coeff ic ients de

variation sont généralement conpris entre 10 et 30 % compte-tenu des

correct ions ut i l isées et des var iances qui staddit ionnent à chaque correct ion.
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(2) Le phénomène dradsorpt ion est quant i tat ivement le plus important car

lrabsorpt ion ne représente qurun faible pourcentage de la quant i té adsorbée (f

à 4 % selon les condit ions expérinentales).  Lradsorpt ion est un phénomène

rapide, moins de 10 ninutes suff isent à saturer plus de 90 % des si tes

d ispon ib les .

Crest un phénonène de surface caractérisé par un isotherme de FREUNDLICH au

dessous de 7 15 yla de cadmium restant en solut ion et par un isotherme de

LANGMUIR au-dessus, à pH non régu1é, ce qui confirme les résultats obtenus par

GEISWEID et URBACH (tq8:) ,  bien que ces auteurs aient t rouvé dans des

condit ions expérimentales di f férentes un seui l  de 1 ;rM entre les deux types

dt iso therme .

(3 )  Les  carac tér is t iques  de  l tadsorp t ion  e t  de  la  b iosorp t ion  sont  t rès

proches les unes des autres (Tableau XXXf).  Ceci srexpl ique ' 'par la faible

ampleur  de  l fadsorp t ion .

Tableau XXXI :  Caractér ist iques des isothermes relat i fs à Iradsorpt ion et à

la biosorption du cadmium.

(4) nans les condit ions de I texpérimentat ion, Ia quant i té maximale de cadmium

suscept ible de se biosorber est donc 53 nmoles/ng P.S. Si l ton veut conparer

ce résulrat à celui  obtenu par GEISI{EID et URBACH (1983),  i l  est nécessaire

drexprimer ce résultat en moles/cel-Iule. En prenant une numération moyenne de
6

5,43.10'  cel lules/ml et un poids sec moyen de 01504 mg pour l0 mI de solut ion

algale, la biosorpt ion est de0,49fmo1es Cd/cel lule,  valeur infér ieure à cel le

observée par GEISWEID et URBACH (1983),  à savoir  1 fmoles Cd/cel lule.

Isotherme de FREINDLICH
( <  7 , 5 . 1 0  o M )

Isotherme de IANGMUIR
(>  7 ,5 .  roo M)

Caractér ist iques l o g a  n
(ordonnée à  (pente)
1  ro r ig ine  )

bk
(mo1e,/ng P.S. ) (] , /moIe)

Cd adsorbé -  3 ,27  0 ,840 5 ,1 .10-8  t , z6 . té

Cd biosorbé -  3 ,29  0 ,835 5 ,3 .10-8  1 ,21 . ld
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Toutefois,  avant de conclure à une plus grande capacité de biosorpt ion de la
souche 2O2-7c ut i l isée par ces auteurs, i l  convient de signaler que 1e mil ieu
drincubat ion étai t  const i tué dreau dist i l lée. 0r,  nous avons pu observer que
cette condit ion augmentai t  fortement l radsorpt ion et l rabsorpt ion, bien que
cette augmentat ion soi t  moindre pour 1es fortes concentrat ions (10 mg/l)  que
pour les faibles ( to ys/t) . ,

Quoiquri l  en soi t ,  Ia quant i té maximal-e de cadmium biosorbé (équivalent

au CA mentionné dans le chapître I) par Ia souche Zll-llb que nous avons
ut i l isée est de 6000 mg/rg r .s.  Cette donnée est t rès proche des 6too ng/KE
P.S. .observées par JENNETT et al . ,  ( tg8Z),  f igurant dans Ie tableau XV
(chapitre I) .  Par rapport  aux autres espèces répertor iées dans ce même tableau
les chl-orelLes semblent donc constituer un matériel excessivement performant
du point de vue de Ia biosorpt ion.

(5) f ,es résultats obtenus peuvent être également comparés aux données de Ia
publ icat ion placée au chapitre f f .  Les concentrat ions de cadrnium trouvées
dans les algues après J jours de cul ture, sont beaucoup plus éIevées, de
lrordre de 20.000 ppm pour J mg/t  Ae cadmiun introduit .  11 est vraisemblable
que 1es facteurs qui jouent dans lraugmentat ion des concentrat ions observées
sont non seulement le tenps qui peut jouer sur Iraugmentat ion de lrabsorpt ion
(f ig.  19) mais surtout Ie pH des solut ions qui tend à augmenter même si  Ia
croissance des cul- tures est fortement inhibée. Ainsir  lorsque le pH est ajusté
à 7, Ia fig - 2l montre que le cadmium introduit pendant l0 minutes à une
concentration de 10 mg/I (89 pM) provoque une augmentation importante de
Itadsorpt ion. I1 est vraisembl-able quri l  y a une compéti t ion entre les protons

et Ie cadmium signalée récemment par pETERSON et aI.  (1984).  Toutefois,  ceci
ne permet pas dtexpl iquer Iraugmentat ion de pente observée entre 1 et 10 nE/I .
Ce phénomène pouvait être dû à une modification de la structure de la paroi

algale entraînant une libération de sites de fixation préalablement cachés ou
occupés.
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(6) Quant aux autres données observées par GEISITtEID et URBACH (tggg),  i1s

trouvent pour l r isotherme de FREUNDLICH, une pente (O175) légèrement

infér ieure à cel le que nous avons déterminée (01835).  I1 en est de même pour

Ia  cons tan te  K de  I ' i so therme de LANGMUIR (5 .104 par  rappor t  à  112.105 ) .

(7) t 'absorpt ion sui t  une équat ion de type y = a1 (cf .  f ig.  2t)  mais avec

une pente plus faible que lrisotherme de FREUNDLICH déterminé pour

l fadsorp t ion .  Pour  les  J  concent ra t ions  tes tées  (0101,  0 r1  e t  1  ngh) ,  i l

existe une relat ion l inéaire entre l radsorpt ion et 1 'absorpt ion, dont

I 'équat ion est à pH non régulé :

'  y  -  -  1,2236 + 94,3464 x

Dans les condit ions où le pH n'est pas ajusté I 'absorpt ion représente entre

111 e t  3 r5 / "  de  l radsorp t ion .  I1  n res t  donc  pas  é tonnant  que cer ta ins  au teurs

nraient pas observé de di f férence entre Ia biosorpt ion mesurée avec ou sans

irrhibiteurs métaboliques (SRfaCUCHf et aI., 1979).

(8) Les deux phénomènes mesurés dans cette étude adsorpt ion et

absorption dépendent du nombre de paramètres (nature du

ni l ieu, âge des cel luIes.. . )  En part icul ier,  le cadmium biosorbé (ainsi  que

ses composantes) dépend de la concentrat ion de métal  introduite,  ce qui

expl ique que les coeff ic ients draccumulat ion ou 1es facteurs de concentrat ions

(BITTEI et LACOURLY, l97o) souvent ut i l isés dans la l i t térature soient t rès

variables (CntSWnfn et URBACH, 1983) et quraucun de ces deux paramètres nrest

vraiment sat isfaisant.  Le cr i tère traduisant Ie mieux les capacités de

f ixat ion du matér iel  biologique ut i l isé est,  €r fai t ,  Ia capacité maximale de

biosorpt ion du métaI déterminée dans des condit ions bien précises à l taide

drisotherme de LANGMUIR.
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CHAPITRE ÏV

ACTI0N DU CADMIUM SIIR L'ATPase PIÂSI,IALH.{MIQUE DE

CHIORMLA VTII,GARIS

IV.I. . MATER.IE, Ef, IMTHODF^S

fV.1 .1 .  -  Obten t ion  des  f rac t ions  p lasmalemmiques

fV.1  .1  .1  .  -  Cu l tu res  a lga les

L'obtent ion drune fract ion plasmalemmique en quant i té suff isante

nécessite de réal iser des cul tures de masse. Cel les-ci  sont effectuées

en er lenmeyer de 5 l i t res contenant,  âu départ ,  2r7 I .  de mi l ieu

nut r i t i f  s té r i le ,  auque l  son t  a jou tés  0r3  1 .  d t inocu lum.

Ces cultures sont maintenues dans une enceinte thermostatée à une

température de 20 I 1oC. El}es reçoivent un flux lumineux de 7000 lux

(= 1158 tO-4 joule rn-2 s- l  )  mesuré au niveau du support  sur lequel

repose Irer lenmeyer.  La photopériode est de 16 heures de lumière et de 8

heures  d lobscur i té .  L rag i ta t ion  e t  l toxygénat ion  de  ces  cu l tu res  sont

réa l i sées  par  bu l lage d ta i r  ( f igure  22)  l ren t rée  e t  la  sor t ie  d 'a i r  son t

équ ipées  drun  f i l t re  0 ,22  )  .

I V . 1 . 1 . 2 .  -  R é c o l t e  d e s  a l g u e s .

Après 7 jours de culture, Ies cultures algales sont centrifugées à

27OO g pendant 10 minutes à température ambiante (centrifugeuse JOUAN

G82 N). Les culots sont repr is à l taide d'un tampon TRIS -) i  (BOEHRINGER

708968)  15  mM a jus té  à  pH 7 ,5  (à  f 'a ide  d ' i l c t )  e t  cen t r i fugés  à  nouveau

dans les mêmes conditions que précédemment.

-).' TRIS = tris (hydroxyméthy1) aminométhane.
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I V . l . 1 . 3 .  -  B r o y a g e  d e s  a l g u e s

Le culot algar obtenu après lavage au tampon TRrs est repris dans
un volume minimum de mil ieu de broyage, refroidi  à 4oC, const i tué de :

TRIS 15 mM (pH / ,J)
Saccharose 0,5 M (MERCK 7653)
1,4 Dithiorhréirol z,S ttùt (MERCI( tt414)

Le broyage (ainsi  que 1es étapes ul tér ieures) est ef fectué à basse
tempéra ture  (  <4oc)  a f in  de  pro téger  res  enzynes  cont re  l rac t ion  des
pro téases .

Les  ch lo re l les  sont  cassées  à  l ra ide  drun  po t te r
sur un apparei l  HEIDOLPH, rég1é à 1200 tours par minute.
placé dans de Ia gIace, 100 al ler-retours sont réal isés

J0 secondes séparent chaque série de J alrer-retours af in
échauffement du mi l ieu.

en tef lon f ixé

Le potter étant

par  cu lo t ,  € t

d f é v i t e r  t o u t

I I  nra malheureusement pas été possible drest imer le pourcentage de
ce l lu les  cassées .

IV .1 .  1 .4 .  -  F rac t ionnement  par  cent r i fugat ion

dif férent iel Ie.

Lrhonogénat (H) obtenu après broyage est centr i fugé une prenière
fois à 1000 g pendant J minutes af in d'él iminer les cel lules intactes,
les noyaux et Ies gros débris celruraires. Le surnageant (sr)  est arors
récupéré puis centrifugé à gooo g pendant lJ minutes. Le surnageant
obtenu (s 

2) subit  une 2ème centr i fugat ion pendant J0 minutes à une
vitesse de 140.000 g. Le culot renfermant Ia fract ion plasmalemnique est
remis en suspension dans un volume minimum de milieu composé de :

-  T R I S  t 5  m M  ( p H  7 , 5 )
- Saccharose 0, J M

Toutes ces centr i fugat ions sont réal isées à l raide d rune

ultracentr i fugeuse KONTRON (r.c. l .  50) équipée drun rotor THT 50.3g dans
des tubes en polycarbonate épais (KONTRON 919990200) à une tenpéreture
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rv .1.1.5.  -  Obt" r t ion d"r  f " " " t ior r  p l "m"1"* iqr" "  pur i f ié""  su"
gradient de saccharose discontinu.

Le gradient est réa1isé en disposant dans un tube à centr i fuger 14

ml de saccharose 45 % dans du ÎRIS 1 ort't (pH 7r5) puis 4 nl de saccharose

35 % réal isé dans le même tampon (ces deux solut ions sont refroidies à

4oC). La fract ion plasmalemmique (g Z mI) est disposée au sonmet de ce
gradient et mis à centr i fuger à 140.000 g pendant 2 heures à une

température < 4oC.

La fract ion planalemmique puri f iée est récupérée à l r interface des

deux concentrat ions en saccharose, el le est testée inurédiatenent ou

conservée au congélateur. Ell-e peut être concervée ainsi pendant au

moins 5 semaines sans qut i l  y ai t  de diminut ion signi f icat ive de

l 'ac t i v i té ,  a ins i  que vous  avons  pu  Ie  cont rô le r  (c f .  $  f i .1 .2 .3 . ) .

rv.1.1.6. -  Préparat ion des échant i l lons en vue de leur examen au

microscope electronique.

.  Une part ie al iquote de chacun

est trai tée selon Ia méthodologie

peut résumer de 1a façon suivante,

une température (  +"c.

des culots algals (bruts et pur i f iés)

développée par LUFT (1961) que lron

toutes les opérat ions se déroulant à

Les culots sont resuspendus dans un tampôn, refroidi à 4oC, de

cacodylate 0,1 M (MERCK 820670) conrenant 2,5 % de glutaraldéhyde et

ajusté à pH'/r2. La fixation dure t heure, puis les échantillons sont

recueillis par centrifugation à 1{0.000 g pendant 30 minutes pour Ia

fraction brute et pendant 120 minutes pour la fraction purifiée.

Les échantillons sont ensuite rincés deux fois par mise en

suspension puis centrifugation dans Ie même tampon cacodylate

précédemment ut i l isé. Après quoi,  i ls sont placés dans 1 ml dfacide

osmique à | % dans Ie même tampon que précédemment pendant t heure.

Les échantillons subissent ensuite une déshydratation dans une

série de solut ions dtéthanol à concentrat ion croissante avant drêtre

inclus dans la résine.

Les coupes sont réal isées à I taide drun ul tramicrotome (coupes de

800 à  1000 Â d 'épa isseur )  pu is  co lo rées  à  l racé ta te  d . ru rany le  e t  au

n i t ra te  .de  p lomb.  L robserva t ion  a  é té  e f fec tuée au  mic roscope

électronique SIEI"IEIIS 102.
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+
I V . 1 . 2 .  -  D o s a g e  d e  l r A T P a s e  K  s t i m u l é e

I V . 1 . 2 . 1 .  -  P r i n c i p e

Ltact iv i té de I tATPase K + 
st imulée est évaluée en dosant Ie

phosphore inorganique (pi)  formé, sui te à l rhydrolyse de l lATP (en ADP

et Pi) ,  en présence de nagnésium et de potassium. Le dosage du Pi formé

se fai t  par la méthode de BAGINSKY et al l  (1967).

T V . 1 . 2 . 2 .  -  P r o t o c o l e .

(  1 )  Réact i fs ut i l isés :

- MsC1r, 6 Hro, 70 ml'{ (MERCK 5833)
- KCl, 1 M (MERCK 4396)
- TRrs 50 mM (BOEIIRrNGR 708968) ajusté au pH désiré (à t 'aide d'Hcl).
- ATP disodique lJ mM (BOffIRINGER, 519979) converti en ATP-Tris au pH

désiré selon la néthode de HoDGES et LEoNARD(L974) que lron peut

résuner de 1a façon suivante : une résine échangeuse drions DOhIEX 50-I{

(FLUI{A 445t4) est ajoutée à l -a solut ion d'ATP Na, jusgurà obtenir  un pH

voisin de 2. Lorsque I tajout de résine ne provoque plus de var iat ion

sensible de Ia valeur du pH la résine (qui a capté les ions Na+ ) est

él iminée par f i l t rat ion sur membrane MILLIP0RE HAWP 0,45,pn. Le f i l t rat

soigneusement récupéré est ensuite ajusté au pH désiré par 1'addit ion de

quelques cr istaux de TRfS. Cette préparat ion doit  se faire

extemporanément .

- Acide ascorbique 4 % (MERCK 127) prêparée extemporanément dans du TCA

20 % (I4ERCK 9415) (solut ion refroidie à 4oc).

-  Heptanolybdate drammonium 1 % (MERCK 1180).

-  Arsénite-Citrate à 2 % préparé de la façon suivante :  Di luer drabord

le métaarsenite de sodium (tlgRCf 6287) à 2 /" dans Ia moitié du volume

final  dreau dist i l lée. Ajouter le ci t rate tr isodique (uEnCK 6448) à 2 %-

Ajouter l racide acét ique (pnOLngO 20 104 298) à 2 % et compléter au

volume f inal-  avec de lreau dist i l l -ée. Lrordre draddit ion des réact i fs

est à respecter si  l ron veut obtenir  une solut ion l impide.

- Dihydrogénophosphate de potassium 20 mM solution nère (pnollgo 26 926

298).
-  Dihydrogénophosphate de potassium 0,4 mM solut ion f i l le ( ib id.  )

- fraction phasmalemmique fraîche ou congelée-
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(Z)  uode opéra to i re .

Le dosage enzymatique a pour but de comparer 1a quantité de Pi

formé en présence de magnésiur mais en absence de potassium, à cel1e

produit  en présence de magnésiun et de potassium (tableau XXXtr).  La

dif férence entre les deux quant i tés de Pi présentes dans les 2 mi l ieux

permet  d réva luer  I rac t i v i té  de  l rATPase K+ s t inu lée .

Les essais enzymatiques sont conduits de tel le sorte que

Itappari t ion du produit  forné (Pi)  est l inéaire en fonct ion du temps

df incubat ion (Fig. 23) et de la qr.rant i té de protéines, crest-à-dire de

fract ion introduite (Fig. 24).

Après arrêt de Ia réaction enzymatique par ajout de TCA

ascorbate le mi l ieu est centr i fugé 5 minutes à 2300 g ( toutefois,  pour

des fract ions cel lulaires pauvres en protéines, cette étape peut être

facultat ive).  1 ml,  soi t  la moit ié de chaque tube est repr is et déposé

dans un autre tube auquel 1 ml dfheptamolybdate et 2 mI

drarsen i te -c i t ra te  sont  a jou tés .

Para1lèlement un blanc et un tube étalon sont réalisés selon le

tableau suivant :

Tubes Blanc Etalon

Solution KH, P0U0,4 mM

(en  21 )

0 1000

Hzo (" t  Pt) 1000 0

Comme pour les tubes contenant la fraction enzymatique, 1 ml de milieu

TCA ascorbate est ajouté, puis après 5 minutes ( temps de centr i fugat ion

ut i l isé pour les échant i l lons),  1 ml de mi l ieu est repr is auquel les

réact i fs heptamolybdate et arsénite-ci t rate sont ajoutés comme

précédemment.
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milieu avec Mg++ Milieu avec Mg++ + K+

MgC12,7o mM (en P1)

KCl lM
(en pI )

TRIS 50 mM PH = 6,J

(en ;rI)

sau (en 
F)

fraction enzymatique
à analyser (en,;ù )

50

0

450

200

100

50

50

450

150

100

pré- incubat ion à 37oC pendant 13 minutes

ATP-TRIS 15

( e n  p l )

mM pH 6, 200 200

incubation à 37oC pendant t heure

TCA - Ascorbate

(en  ml ) 1 I

centrifugation pendant J minutes à 2300g

Surnageants (n1)

Heptamolybdate (m1)

Arsénite-Citrate (m1)

I

1

2

I

1

2

attendre 15 minutes et lire à 847 nm contre le blalc de Ia ganme

d t étalonnage réalisé parallèlement.

D.0 . xt xz

=â Activité ATPasique f (x2 -  x l )

Tableau XXXII:  Schéma du dosage de Iract iv i té AÎPasique
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t IG.23 :  ACTIVITES ATPestouEs
D'INCUBATION.
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I l -  faut at tendre lJ minutes avant que Ia couleur bleue ne soit

s tab le .  ta  lec tu re  de  la  dens i té  op t ique s 'e f fec tue  à  847 nm

(spectrophotomètre UVIK0N 8tO/8ZO K0NTRON), cê qui correspond au

max imum dfabsorp t ion  ( f ig .  29

I V . 1 . 2 . 3 .  V a l i d i t é  d e  f a  t e c h n i q u e  e x p é r i m e n t a l e .

( l )  L inéar i té  de  Ia  gamme dré ta lonnage à  la  Longueur  d 'onde

cho is ie .

A  8 4 7  h n ,  l a  l - i n é a r i t é  e s t  r e s p e c t é e  e t  o b é i t  à  l a  l o i  d e

Beer -Lamber t  jusqurà  au  moins  une absorbance de  l r2J ,  comme Le mont re  la

f igure  26  su ivante  (qu i  regroupe les  données moyennes de  8  gammes

d r é t a l o n n a g e  r é a l i s é e s  à  d e s  j o u r s  d i f f é r e n t s  e t  a v e c  d e s  s o f u t i o n s  d e

KH.PO,  d i f fé ren tes  e t  dont  les  résu f ta ts  b ru ts  f iguren t  en  annexe
L 4

n o  V I I ) .

(2 )  La  répétab i l i té  des  mesures  a  é té  é tud iée  pour  d i f fé ren ts

n iveaux  d 'ac t i v i té  ATPas ique ( tab leau XXXI I  b is ) .  Le  coef f i c ien t  de

v a r i a t i o n  e s t  t i . è s  é l e v é  ( 2 6 , 6  % )  p o u .  I e s  f a i b l - e s  a c t i v i t é s  o b s e n ' é e s ,

m a i s  e s t  c o m p r i s  e n t r e  5  e t  l O  %  p o u r  l e s  a c t i v i t é s  s u p é r i e u r e s  à  1 3

nmofes  de  P i  l ibéré .  Cet te  var ia t ion  es t  du  même ordre  que ce l l -e  t rour 'ée

p a r  S A L L  e t  a l .  ( I 9 7 5 )  u t i f i s a n t  f a  m ê m e  t e c h n i q u e  d e  d o s a g e .

(3 )  Cont rô le  de  la  s tab i l i té  de  1 'ac t i v i té  ATPas ique

Cinq a l iq r ro ts  d 'un  même échant i l lon  on t  é té  ana lysés  à  p lus ie t t rs

j o u r s  d r i n t e r v a l l e  s u r  c i n q  s e m a i n e s .  L e s  r é s u l t a t s  o n t  é t é  e x p r i m é s  e n

a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  ( r o i r  p a r a g r a p h e  s u i v a n t ) .

I L  n ' ) '  a  p a s  d e  d i m i n u t i o n  d e  f r a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  e n  f o n c t i o t r  d u

t e m p s  d e  c o n g é l a t i o n  ( t a b l - e a u  X X X I I I ) .
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FlG, 2!z SPECTRE D'ABSORPTIONDU CO|IPLEXE COLORI OBTENU.
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0

FIG. 26 : GAl'lrlE MOYENNE

INORGANIOUE (

R= 1,000 ),

POUR LE DOSAGE DU PHOSPHORE

Y= -1,03 + 3080,06.X i

Pi(p lv l )
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Valeurs observées
( en nmoles de Pi
l ibéré  )

Moyenne Ecart- type c.v.
( e n Z )

0 r2l

0 ,22

0 ,33

o,25 0 ,07 2 6  1 6

6 ,62

7  , 62

8  r94

7  , 7 3 l , 1 6 l 5 , l

11 ,59

12 ,91

13 ,91

12 ,80 l , 1 6 9 '  I

1 2 , 5 8

1 2 , 9 1

1 4 , 2 4

13 ,24 0 , 8 8 6 r 6

29 ,47

33 , I  I

34 ,17

32 ,45 2 1 7 | 8 1 4

35 ,80

37  , 77

39 ,74

3 7 , 7 7 |  , 97 5 r?-

Tab leau XXXI I  b is  :  Répétab i l i té  de  que lques  nnesures  drac t iv i tés  ATFas iques  en  fonc t ion

de la  va feur  moyenne de  ces  ac t iv i tés .
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Tab leau XXXI I I  :  In f luence du  temps de  conserva t ion  sur  1 'ac t i v i té

ATPas ique drune f rac t ion  p lasmalemnique.

Compte- tenu qur in te rv iennent  dans  l -e  ca fcu l  de  ce t te  ac t iv i té

spéc i f ique  deux  incer t i tudes  por tan t  sur  les  dé terminat ions  respec t ives

de I 'ac t i v i té  spéc i f ique  e t  de  la  quant i té  de  pro té ines  (vo i r  paragraphe

su ivant ) ,  l -a  reproduc t ib i l i té  es t  acceptab fe  pu isque l -e  coef f j , c ien t  de

v a r i a t i o n  e s t  d e  1 5 , 3  f ; .

P a r  a i l l e u r s ,  1 r é t u d e  d ' i n t e r f é r e n c e s  p o t e n t i e l l e s ,  s u s c e p t i b l e

d ' e x p l i q u e r  c e  c o e f f i c i e n t  d e  v a r i a t i o n  é l e v é ,  n r o n t  p a s  é t é  é t u d i é e s

d a n s  l e  c a d r e  d e  c e  t r a v a i f .

I Y . 1 . 2 . 4 .  C a f c u f  d e s  a c t i v i t é s  A T P a s i q u e s ,  d e s  a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  e t

d e s  é c a r t s - t y p e s  c o r r e s p o n d a n t s .

Les  ac t iv i tés  ATPas iques  spéc i f iques  sont  ca fc t r lées  par  1e  rappor t  de

l - rac t i v i té  ATPas ique à  l -a  quant i té  de  pro té ines  pour  un  même vo lume de

f r a c t i o n  t e s t é e .

Jours  de

I  'expér imenta t ion

Vafeurs  observées

en ;rmoles de Pi

1 ibéré/mg

pro té ines-heure

I'loyenne écart- type coef f i c ien t

de var iat ion

( e n  % )

J O

J 1

J 5

J 2 6

J 3 6

1 ,10

I  ' 32
0 ,86

I  , 03
l r l l

1  , 08 u , r7 15 ,  3
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Chaque terme de ce rapport  est caractér isé par un écart- type calculé sur

au  moins  3  dé terminat ions .  En supposant  que l rac t i v i té  ATPas ique e t  la

concentrat ion de protéines sont deux var iables indépendantes'

1 'es t imat ion  de  I récar t - type  du  rappor t  ( r - )  es t  donné par  la  fo rmufe

su ivante  (EL-SHAARAWI,  comm.  pers . )

A . S . 2 Irr,/Ç, )z

[i-r-
(s2/v-n2 )2

(*z )2

a v e c  A . S .

S I

5 2 ,

x 1

xz

n 1

n 2

rv .  I  .3 .  -

Act iv i té  spéc i f ique  (=  raPPor t  de  I 'ac t i v i té  ATPas ique à  l -a

q u a n t i t é  d e  p r o t é i n e ) .

é c a r t - t y p e  d e  l - ' a c t i v i t é  A T P a s i q u e

écar t - type  de  Ia  concent ra t ion  de  pro té ines

ac t iv i té  ATPas ique moyenne

concent ra t ion  de  pro té ines  moyenne

nombre  de  mesures  pour  le  ca fcu l  de  x l

nombre  de  mesures  Four  le  ca lcu f  de  x2

Dosage des  pro té ines

I V . 1 . 3 . 1 .  -  P r i n c i p e

Le dosage des  pro té ines  a  é té  e f fec tué  se lon  la  méthode de  BRADFORD

, r 9 7 6 )  a m é l i o r é e  p a r  S P E C T O R  ( 1 9 7 8 ) .

L e  p r i n c i p e  d e  c e t t e  n r é t h o d e  r e p o s e  s u r  f ' u t i l i s a t i o n  d r u n

coforan t . .  fe  b leu  de  coomass ie  qu i  passe du  brun  orangé au  b leu  en

p r é s e n c e  d e  p r o t é i n e s .  L a  c o u f e u r  b f e u e  r é s u f t e  d e  f r i n t e r a c t i o n  d e s

groupemel l ts  an ion iques  du  co foran t  avec  fes  g roupements  aminés  des

p r o t é i n e s  s o u s  f o r m e  x H l  ( F A ; E K A S  d e  S t .  G R O T H  e t  a l . ,  1 9 6 3 ) .
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I V .  1  . 3 . 2 .  P r o t o c o l - e

( 1 )  R é a c t i f s  :

-  Le  réac t i f  au  b leu  de  coomass ie  (s rcu l  B  1131)  es t  p réparé  par

d i lu t ion  de  100 mg dans  50  ml  d ré thano l  à  96  % su iv ie  d rune add i t ion  de

100 mL d 'ac ide  phosphor ique 85  % ( I ' {ERCK 573) .  0n  complè te  ensu i te  à  I

f i t r e  a v e c  d e  f t e a u  d i s t i l l é e  ( S P E C T O R ,  1 9 7 8 ) -

Le  réac t i f  a ins i  p réparé  es t  f i l t ré  success ivement  sur  membranes

M I L L I P O R E  H A W P  d e  1 , 2  y n  p u i s  d e  0 , { J ; r m  a f i n  d ' é v i t e r  l e  c o l m a t a g e  d e

fa  membrane de  p lus  fa ib le  poros i té .  Le  réac t i f ,  conservé  à  tempéra ture

a m b i a n t e ,  à  f ' a b r i  d e  ] a  l - u m i è r e ,  e s t  c h a n g é  t o u s  l e s  l J  j o u r s .

La seul-e modif icat ion apportée à la technique de SPECTOR concerne

l rhomogéné isa t ion  au  Po ly t ron ,  p récon isée par  f rau teur  pour  a ider  à  la

d isso lu t ion  du  co lo ran t  dans  l - 'é thano l ,  opéra t ion  que nous  nravons  pas

r é a l , i s é e .

- f ract ion plasmalernrnique fraîche ou congelée

-  So lu t ion  s tandard  d 'a fbumine bov ine  (=  BSA)  à  1 ,01  S/ I  (B IOMERIEUX

6244r) .

(2 )  Mode opéra to i re

La f rac t ion  à  doser ,  dé jà  d i luée  ou  non,  es t  p ipe t tée  sous  un

vo lume de J0  ou  de  100 p l  (se l -on  1a  quant i té  de  pro té ines  présente)

auque l  on  a jou te  respec t ivement  950 ou  900 . ; , r l  d 'eau d is t i l l ée .  Ces

d i f fé ren tes  d i fu t ions  sont  nécessa i res  a f in  de  ne  pas  dépasser  J0  ,FB de

pro té ines  dans  le  tube.  A  ce  mélange.  J  ml -  de  réac t i f  de  b l -eu  de

c o o m a s s i e  s o n t  a j o u t é s .  L a  r é a c t i o n  c o l o r é e  s e  d é v e f o p p e  e n  J  m i n u t e s

pu is  l rabsorbance es t  mesurée à  595 nm sur  un  spec t rophotomèt re  UVIKON

8ro/8zo (KoNTRo\) .

La concent ra t io t r  en  pro té ines  es t  dé terminée par  rappor t  à  une

gamme é ta lon  réa l i sée  para l lè lement  à  par t i r  d rune so lu t ion  à  3O ms/ l  ae

B S A .
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IV .1 .J .J .  Va l id i té  de  la  techn ique expér imenta le

( l)  Linéari té de la gamne d'étalonnage :

La  f ig .  2 /  représente  1es  moyennes e t  les  écar ts - types  observés  sur

26  gammes d 'é ta lonnage réa l i sées  dans  fes  mêmes cond i t ions  à  des  jours

d i f fé ren ts ,  avec  d i f fé ren ts  réac t i f s  de  b l -eu  de  coomass ie  e t  avec

d i f f é r e n t e s  s o l u t i o n s  f i l l e s  d e  B S A  ( t e  p r o t o c o l e  d é t a i l l é  e t  f e s

d i f fé ren ts  résu l ta ts  sont  donnés en  annexe no  VI I I ) .  Les  po in ts  ne

sra l ignent  pas  par fa i tement  sur  une dro i te  passant  par  I to r ig ine .  Par

cont re ,  la  re fa t ion  f inéa i re  es t  ne t tement  me i l feure  pour  des  quant i tés

de pro té ines  compr ises  en t re  12  e t  30  pC.  Les  po in ts  cor respondants

s r a l i g n e n t  s e l o n  u n e  d r o i t e  d e  c o o r d o n n é e s  y  =  3 9 , 8 8 4  +  1 1 , 1 J l  x

( r  =  0 1 9 9 9 ) .  1 1  e n  r é s u l t e  q u e  p o u r  n o s  e s s a i s ,  n o u s  n o u s  s o m m e s

tou jours  p lacés  dans  des  cond i t ions  te l les  que la  quant i té  de  pro té ines

d o s é e  s o i t  c o m p r i s e  e n t r e  1 2  e t  3 0 , p g .  D a n s  c e s  c o n d i t i o n s ,  f a

reproduc t ib i l - i té  es t  acceptab le  pu isque les  coef f i c ien ts  de  var ia t ion

sont  in fé r ieurs  à  lo  % (en  deçà de  12  ) rg ,  Le  coef f i c ien t  de  var ia t ion

at te in t  l J  %) .  Pra t iquement  une gamme d 'é ta lonnage a  tou jours  é té

r é a f i s é e  p o u r  c h a q u e  s é r i e  d ' e s s a i s .

(2 )  Les  essa is  de  répétab i l i té  mont ren t  o .ue  le  coef f i c ien t  de  var ia t ion

e s t  t o u j o u r s  i n f é r i e u r  à  l 0  %  e t  l e  p l u s  s o u v e n t  c o m p r i s  e n t r e  0 , 8  e t

2 , 5  %  ( t a b l e a u  X X X I V ) .

(3 )  Cont rô le  de  la  s tab i l i té  de  Ia  quant i té  de  pro té ines :

C i n q  a l i q u o t s  d ' u n  m ê m e  é c h a n t i l l o n  o n t  é t é  a n a l y s é s  à  p l u s i e u r s  j o u r s

d ' j - n t e r v a l l - e  s u r  c i n q  s e m a i n e s .  1 1  n ' y  a  p a s  d e  d i m i n u t i o n  d e  f a

quant i té  de  pro té ines  en  fonc t ion  du  temps de  congé la t ion  ( tab feau

XXXV ) .
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rc,!_: GA|VllvlE IIOYENNE POUR LE DOSAGE DES PR0TEINES

trtG PRoTE r NE S



Ecart- type

1 5  r 9 4 0 ,13

3 5 , 2 0 0 , 4 7

39 ,3  9 0 , 7 9

22 ,69 0 , 5 1

3 6 , 7 7 0 , 8 9

43,33 I  , 0 6

18 ,63 I , l 5

19 ,14 I  , 7 8

Valeurs observées I  Moyenne

en ) rS  pro té ines /
100 p l  )
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coef f i c ien t  , ie
var ia t ion
( e n Z )

15 ,92

I  6 ,08

15 ,83

34 ,70

35 ,26

35 ,64

38 ,50

39 ,66

40 ,00

22 ,13

22 ,84

23 ,11

35  , 82

36 ,92

37  , 58

42 ,10

43 ,94

43 ,94

l7  , 68

18 ,30

19 ,91

17  , 27

19 ,34

20 ,82

Tab leau XXXIV :  Essa is  de  répétab i t i té  du  dosage de  pro té ines .
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Tab l -eau XXXV :  Reproduc t ib i l i té  du  dosage des  pro té ines  drune f rac t ion

p lasmalemmique tes tée  à  c inq  jours  d i f fé ren ts .

La  reproduc t ib i l i té  appara î t  t rès  acceptab le  pu isque le  coef f i c ien t

de  var ia t ion  obser r 'é  (2 ,6  %)  nres t  que 1égèrement  supér ieur  aux

coef f i c ien ts  de  var ia t ion  observés  1e  p lus  généra lement  lo rs  des  essa is

d e  r é p é t a b i l i t é

(4 )  E tude des  in te r fé rences .

Les  in te r fé rences  de  l - 'EDTA,  du  TRIS (BRADFOR.D,  1976) ,  du  DTT

(SpECTOR,  1978)  e t  des  ch lo rophy l les  (EZn e t  DUITIBROFF,  1982)  s igna lées

par  J -es  précédents  au teurs  nous  on t  inc i tés  à  quant i f ie r  feur  impor tance

dans nos  cond i t ions  expér imenta fes .  Ces  in te r fé rences  on t  é té

déterminées  pour  des  quant i tés  de  pro té ines  a f fan t  de  6  à  30  ) rC.

L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s ,  p r é s e n t é s

mont ren t  que ces  subs tances  in te r fè ren t

in fé r ieures  à  12  pg .  En par t i cu l ie r ,

enreg is t re  une er reur  par  excès  de  20  à

s u r  l e s  f i g u r e s  2 8 ,  2 9  e t  3 0

p o u r  d e s  q u a n t i t é s  d e  p r o t é i n e s

pour  6  Ig  de  pro té ines ,  oh
q r  6 /
L ) . ! o .

C e s  i n t e r f é r e n c e s  o n t  é t é  n é g l i g é e s  d a n s  l a  s u i t e  d e  n o s  e s s a i s  o i t

l e s  m i l i e u x  a t r a l y s é s  p r r i s e n t e n t  d e s  t e n e u r s  e n  p r o t é i n e s  d e  1 2  à  3 0  I g .

Jours de

1 r  expér iEentat ion

Valeurs observées

< eî  lg protéines
pour lOÇul  de
fraet ion )

Hoyenne EcaEt-type c .v .
( e n Z )

J O

J I

J )

J  Z O

J  J b

? A  R 1

a 7  7 A

? Q  . R

? Q  I  t

1 q  î q

? n  n ? 1 , 0 0 2 , 6 4
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IV .1 .J . { .  Va l id i té  de  la  pér iod ic i té  du  changement  des  so lu t ions  de  b leu

d e  c o o m a s s i e  ( t o u s  l e s  1 5  j o u r s )  :

Nous avons  vér i f ié  qurun  temps de  conserva t ion

I 'obscur i té  n ra l té ra i t  pas  la  qua l i té  du  réac t i f  au  b l -eu

Une même f rac t ion  a lga le  a  é té  tes tée  s imuf tanément

1 ' u n  p r é p a r é  f e  j o u r  m ê m e ,  l r a u t r e  l J  j o u r s  a u p a r a v a n t

de  pro té ines  t rouvées  dans  fes  deux  cas  sont  comparab les

s i g n i f i c a t i v e  a u  s e u i l  d e  5  % )  :

!

17 ,500

préparé .

0 , 5 2 3  y g  d e  p r o t é i n e s  a v e c  f e  r é a c t i f  f r a î c h e m e n t

d e  l J  j o u r s  à

d e  c o o m a s s i e .

avec  2  réac t i f s ,

.  Les  quant i tés

( d i f f é r e n c e  n o n

I V . 1 . { .  -  D o s a g e  d u  c a d m i u m  p a r  é f e c t r o d e  s p é c i f i q u e .

17  , 3gg  !  0 , t 77  ) r e
j ou rs .

I Y . 1 . 4 . I .  -  P r i n c i p e

La  m ise  en  con tac t  d  I

spéci f ique (onrou 94/48)
i onomèt re  d ig i ta l  (ORI0N 901

l o g a r i t h m e  d e  f ' a c t i v i t é

c i - d e s s o u s :

de  p ro té ines  avec f e  r é a c t i f  v i e u x  d e  1 5

u n e  s o l u t i o n  d e  c a d m i u m  a v e c  l r é f e c t r o d e

g é n è r e  u n  p o t e n t i e l  m e s u r é  à  I  t a i d e  d ' u n

) .  L e  p o t e n t i e l  m e s u r é  e s t  p r o p o r t i o n n e l  a u
- ) 1 -  d e  I ' i o n  l i b r e  s e l o n  1 ' é q u a t i o n  (  1 )

E  =  E o  +  2 , 3  R . T  1 o g  ( A )  ( 1 )

2 F

avec  E =  po ten t ie f  mesuré

E.  =  po ten t ie l  de  ré fé rence

R  =  c o n s t a n t e  d e s  g a z  p a r f a i t s  )

F  =  conStante  de  Faraday

T =  tempéra ture  en  o  K

A =  ac t iv i té  ion ique du  cadmium

s  _  2 ,3  R .T

2 F

L ' a c t i v i t é  d ' u n  i o n  l i b r e  ( A )  e s t  ] i é e  à  ] a  c o n c e n t r a t i o n  ( C )  d u  c a t i o n

p a r  f  i n t e r m é d i a i r e  d u  c o e f f i c i e n t  d ' a c t i v i t é  ( Ù )  s e l o n  L a  r e l - a t i o n :

A  =  Y .  C

)  d é p c n d  d e  l a  f o r c e  i o r t i q u e .
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I V . 1 . 4 . 2 .  -  P r o t o c o l e

( t  )  néact i fs ut i l isés :

-  Nitrate de cadmium (MERCK 2OIg) à 1 S Ca+7f.

L 'emplo i  de  so fu t ion  é ta lon  commerc ia le ,  te l fe

( 2 0 8 9 5 ) ,  r ' a  p a s  é t é  r e t e n u e  d u  f a i t  d e  l a  t r o p

s o f u t i o n .

que la solut ion FLUKA

f o r t e  a c i d i t é  d e  c e t t e

i den t i  ques à  c e l l e s  u t i l i s é e s

d r a j u s t e r  f a  f o r c e

-  S o l u t i o n  d e  K C l ,

pour  le  dosage de  I

È lg01, ,  TRIS,  ATP-TRIS

' A T P a s e  K -  s t i m u f é e .

-  Fract ion p lasmalemmique congelée

-  NaNOa

ion i  que

M ( I ' IERCK 6537) .  Cet te  so l -u t ion  permet

u n e  v a f e u r  d ' a u  m o i n s  0 , 1  M .

5

(2 )  Mode opéra to i re

Une gamme d 'é ta lonnage es t  é tab l ie  pour  des  concent ra t ions  en

cadmium de 1  à  100 mg, / I  (8 ,9  à  890 p l t )  (concent ra t ions  en  progress ion

g é o m é t r i q u e  d e  r a i s o n  1 0 ) .  L e s  s o l u t i o n s  é t a l o n s  s o n t  r é a l i s é e s  d a n s  d e

l - f e a u  d i s t i l t é e  a v e c  a j o u t  d e  Z  %  d e  s o f u t i o n  d ' a j u s t e u r  d e  f o r c e

i o n i q u e  p o u r  q u e  f e s  c o e f f i c i e n t s  d ' a c t i v i t é  d e  c e s  é t a l o n s  s o i e n t  t r è s

proches  l -es  uns  des  au t res

Chaque l -ec tu re  sur  f 'appare i l  se  fa i t  après  un  temps de  contac t  de

g  m i n u t e s ,  à  t e m p é r a t u r e  c o n s t a n t e  ( 3 7 o C )  e t  s o u s  a g i t a t i o n .  I f  e s t

p ré fé rab le  de  réa l - i ser  les  gammes en commençant  par  l -es  concent ra t ions

l e s  p l u s  f a i b f e s .
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Pour  l -es  essa is ,  r rappare i r  es t  recar ib ré  avec  fa  gamme
dré ta lonnàge en t re  chaque sér ie  de  rnesures .  La  base de  l 'é fec t rode es t
ne t toyée tou tes  Les  deux  heures  dans  le  cas  de  sér ies  impor tan tes ,  à
f r a i d e  d r u n  p a p i e r  s p é c i a ]  ( O n f O u  9 4 _ g 2 _ 0 1 ) .

r v ' 1 ' 4 ' 3 '  -  M o d e  d e  c a l , c u l -  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  c a d m i u m  l i b r e  d a n s  l e s
e s s a i s  r é a I i s é s .

L ' é q u a t i o n  ( l )  p e u t  s r é c r i r e  s o u s  l a  f o r m e  ( 2 )

( 1 )  E = E o  +  S l o g C + S t o g y ( 2 )

Af in  de  ten i r  compte  des  d i f fé rences  de  fo rce  ion ique des  mj - f ieux
t e s t é s r  1 ' é q u a t i o n  ( 2 )  p e u t  ê t r e  é c r i t e  s u c c e s s i v e m e n t  p o u r  u n  é t a l o n  d e
la  gamme (équat ion  3)  e t  pour  un  échant i l lon  inconnu de  fo rce  ion ioue
d i f f é r e n t e  ( é q u a t i o n  4 ) .

E t = E O  +  S 1 o g C ,  + S l o g t . ;

E Z = E O  +  S t o g C ,  + S t o g  y 2

E n  c o m b i n a n t  ( 3 )  e t  ( 4 ) ,  o n  a r r i v e  à  :

(3 )

(4 )

E 1  _  S l o g C r _ S 1 o g ) ,  _ E Z  S l o g C Z _ S t o g l . 2 ( 5 )

S  e s t  u n e  c o n s t a n t e  o b t e n u e  p a r  r i n é a r i s a t i o n  d e s  m e s u r e s  d e
p o t e n t i e l  d e s  s o l u t i o n s  é t a l o n s :

( 5 )  S l o e C  = ( F  - F  \ , q ( l o e C + l o p  \  _ t o s : , )
2  

- ' 2  " 7  t  ' - - Ô  - 1  ' 1 - ' u g  
2 '

l o g c 2 = ( E r - E t I  + 1 o g ( r . ,  . { ,  )  ( 6 )

s  Y '2
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l e  po ten t ie l  ( reca lcu lé  après  1 inéar isa t ion  des

p o t e n t i e l s  d e s  3  é t a l o n s )  d ' u n  é t a l o n .

la  concent ra t ion  de  ce t  é ta lon .

1e  coef f i c ien t  d 'ac t i v i té  (connu)  cor respondant  à  ce t

é t a ] o n .

=  f e  p o t e n t i e l  l u  s u r  I ' a p p a r e i l  d e  m e s u r e  p o u r  l r e s s a i

i n c o n n u .

=  l - e  c o e f f i c i e n t  d ' a c t i v i t é  c o r r e s p o n d a n t  à  f r e s s a i

inconnu dé terminé d 'après  KIELLAND (1937)

=  1 a  c o n c e n t r a t i o n  c h e r c h é e .

C ,

t,

2

Y
"z

cz

La fo rmufe  (6 )  permet  de  ten i r  compte  des  var ia t ions  de  fo rce

ion ique d tun  échant i f lon  à  I  'au t re .  Quant  aux  var ia t ions  de  pH

in ter -échant i f lons ,  nous  nren  avons  pas  tenu compte  pu isque 1e  po ten t ie l

es t  cons tan t  jusqu 'à  pH 7 ,4  (GARDINER,  1974) .  0 r ,  nos  échant i l lons

(a ins i  que J -a  gamme)  se  carac tér isen t  par  des  va feurs  in fé r ieures  à  pH

7 ,4 .

I V . l . { . { .  V a f i d i t é  d e  1 a  t e c h n i q u e  e x p é r i m e n t a l e .

( t)  f , inéari té de Ia gamme drétalonnage.

GARDINER (1974)  ava i t  dé jà  observé  que en-dessous  de  1  ng / I ,  La

r e l a t i o n  e n t r e  l e  p o t e n t i e l  e t  l a  c o n c e n t r a t i o n  n r e s t  p l u s  l i n é a i r e .

Cres t  pourquo i  nous  nous  sommes p lacés  au-dessus  de  I  mg/ l .

Un exemple  de  gamme d 'é ta lonnage réa l i sée  à  20oC avec  3

c o n c e n t r a t i o n s  ( 1 r 1 0  e t  1 0 0  m g / f )  d e  n i t r a t e  d e  c a d m i u m  e s t  p r é s e n t é  s u r

l a  f i g u r e  3 1 .  L a  p e n t e  e s t  d e  2 Ç , 2 ,  c e  q u i  e s t  t r è s  p r o c h e  d u

c o e f f i c i e n t  t h é o r i q u e  d e  2 Ç , 1  ( à  z O o C ) .  R  3 7 o C . l e s  c o e f f i c i e n t s  o b t e n u s

s o n t  v o i s i n s  d e  3 1 .
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(z )  Préc is ion  de  la  mcsure .

(a) f ,a répétabi l i té des mesures de cadmium

échant i l lons  d i f fé ren ts  ana lysés  deux  fo is .

1 'écar t  à  Ia  moyenne es t  re fa t i vement  bonne,

pourcentage est généralement infér ieur à 5 %.

l ibre a étê éval,uée sur l0

La répétab i l i té  es t imée par

puisque celui-ci  exprimé en

( t a b l e a u  X x x v l ) .

E s s a i  N o
Concent ra t ions  de  cadmium
l ib re  ca lcu fées  (en  ppm) moyenne

écart  à la  moyenne
vafeur
absofue

e n %

I ère va- leur 2ème vaLeur

2
a

4

5
6
7

8

9
1 0

3 ,  1d

2 ,93

7 ,86

7  , 44

6 ,84

3 ,  l 5

22 ,00

5 ,45

27 ,83

3,03
2 ,69

7 ,62

7  ,04
6  '42
2  '71
I ,67

2r  ,5 I
4 ,45

25 ,45

3 ,  l 1

2 ,81

7 ,74

7  , 24

6 ,63

2 '93
I  , 84

2 l  ' 76

4 ,95

26 ,64

0 ,12

o , l 2

0 ,20

o ,21

0 ,22

o  r23
O ' 25
0 ,50

1 ,19

4,3
t r 6

t 9 ,

J ; a

7,5
12 '5

L ' l

1 0 ,  I

4,5

Tabfeau XXXVI Répétab i l i té  des  dosages de  cadmium

échant i l fons  ana lysés  le  même jour .

b )  l ,a  reproduc t ib i l i té  des  mesures  fa i tes  sur  deux  échant i f fons  tes tés

dans des  cond i t ions  d 'é ta l -onnages d i f fé ren ts  es t  re fa t i vement  bonne.

p u i s q u e  l e  c o e f f i c i e n t  d e  v a r i a t i o n  n r e x c è d e  p a s  6  %  ( t a b l e a u  X X X V I I ) .

Cet te  va feur  es t  de  même ordre  que ce f fe  t rouvée par  LAEGREID e t  a l .

(  1983)  .

10d e
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Tabfeau XXXVI I  :  Reproduc t ib i t i té  des  nesures  de  cadmium e f fec tuées

d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  d ' é t a f o n n a g e s  d i f f é r e n t s .

( c )  n n  c e  q u i  c o n c e r n e  l e s  i n t e r f é r e n c e s ,  f ' é l e c t r o d e  n e  r é p o n d  p a s  a u x

a n i o n s  e t  à  l a  p l u p a r t  d e s  c a t i o n s ,  à  l t e x c e p t i o n  d e s  i o n s  c u i v r e ,

mercure  e t  a rgent .  Le  fe r  e t  le  p lomb sous  fo rme ion ique peuvent

éga lement  a f fec te r  la  réponse s r i f s  son t  p résents  à  des  concent ra t ions

supér ieures  à  ce l le  du  cadmium.

I V . 1 . 5 .  -  E f f e t s  d u  c a d m i u m  s u r  f ' A T P a s e  I C  s t i m u l é e  e n  f o n c t i o n  d e

d i f fé ren ts  paramèt res  :  PH,  Mg * ,  K* .

I V .  I  . 5 .  1  .  -  S o l u t i o n  d e  c a d m i u m  u t i l i s é e  .

Nous avons  u t i l i sé  la  même so lu t j .on  de  cadmium (MERCI{  2019)  à  1g

C d Y l  q u e  c e 1 ] e  d é c r i t e  d a n s  l e  p a r a g r a p h e  p r é c é d e n t  ( c f .  I V . l . L . 2 . ) .

I V . 1 .  5 . 2 . -  D e s c r i p t i o n  d u  p l a n  f a c t o r i e l -  u t i l - i s é '

La  var ia t ion  s imuf tanée de  {  paramèt res  a  é té  é tud iée  grâce à  un

p lan  fac to r ie l - .  Chaque paramèt re  ou  var iab le .exp l i ca t i ve  pouvant  p rendre

d e u x  m o d a l i t é s ,  l e  p l a n  f a c t o r i e l -  c o m p r e n d  2 4  ,  s o i t  1 6  e s s a i s .

Essa i  No Concentrat ions de

cadmium libre

ca lcu lées  (en  ppm)

écart- type coef f i c ien t

de var iat ion

( e n  % )

nombre de

mesures

1

2

11 ,  18

13 ,  84

0,68

o ,47

6 ro

3,4
5
a
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Les moda l i tés  p r ises  par  Ies  d i f fé ren tes

sont regroupées dans Ie tableau suivant :

var iables expl icat ives

I

2
a

4

cadmium

potas  s ium

magnés ium

pH

0

50 mM

3,5  mM

6, -5

0 , 4 4  m

100 mM

7 n M

7,0

Concernant  1e  cho ix  des

t rop  rapprochées,  n i  t rop

pu isse  b ien  rendre  compte

p e r s .  )  .

m o d a 1 i t é s ,  c e 1 l e s - c i  n e  d o i v e n t  ê t r e  n i

espacées de  te l - l -e  sor te  que 1a  modé l isa t ion

du phénomène b io log ique ( \ 'A ILLANT,  comm.

En qui concerne fa var j-able -  cadmium - nous avons ut i l isé une

concent ra t ion  su f f i samment  é levée (0 ,44  mM,  50  mg/ ] )  a f in  de  rne t t re  en

é v i d e n c e  u n  e f f e t  p o u r  l e s  d i f f é r e n t e s  c o n d i t i o n s  t e s t é e s .  L e  c h o i x  d e s

concent ra t ions  de  po tass ium,  de  magnés ium e t  des  va leurs  de  pH a  é té

la rgement  gu idé  par  1a  f i t té ra tu re .

La  prépara t ion  des  d i f fé ren ts  mi f ieux  dr incubat ion  es t  décr i te  dans

L e  t a b l e a u  X X X V I I  b i s .

I V . 1 . 5 . 3 .  M é t h o d e s  d ' a n a l - y s e  s t a t i s t i q u e  d e s  r f s u f t a t s

( V A I L L A N T .  c o m m .  p e r s .  )

Moda l i tés

l è r e  i  2 è m eVar iab fe  tes tée

No des  var iab fes

expl icat ives



l'lg
( 7 0  m M

S pH  6 ,$
50 ml'l

cd
(8 ,9  mu)

50

100

100

100

100

50

50

50

50

100

100

100

100

50
50

50
50

50
50

50
50

50
50

50
50

50
50

50
50
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Ajout en ;-r I  des solut ions de :

Essa i  no

a
b

a
b

a
b

a
b

a
b

a
b

a
b

a
b

a
b

a
b

a
b

a
b

a
b

a
b

a
b

a
b

12

13

200
150

200
150

150
100

150
100

200
100

200
100

150
50

150
50

150
100

150
100

100
50

100
50

150
50

150
50

100

100

Tab leau XXXVI I  b is l r lode  de  prépara t ion  des d i f fé ren ts  mi l - ieux  ana lYsés  '
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modél iser  1a  réponse expér imenta le  à  f ra ide

pour obtenir  une équat ion de la forme i

b o  +  b i . x i  +  b j . x j  +  b i j .  x i .  x j (7 )

va leur  ca lcu fée  à  par t i r  du  modèfe

XI  , x J r  " ' = var iab fes  exp l i ca t i ves  ou  paramèt res  cont rô1és

( c a d m i u m ,  p o t a s s i u m ,  m a g n é s i u m ,  p H ) .

,  b i i  ,  . . .  =  c o e f f i c i e n t  d e  r e g r e s s i o n  c a l c u l é

=  i n t e r a c t i o n  e n t r e  f e s  d e u x  v a r i a b f e s  x i  e t  x j

Le  ca lcu l  du  modè le  a  é té  réa f isé  sur  mic roord ina teur  APPLE I Ie

grâce à  un  progranme de ca lcu f  mis  au  po in t  par  B0IS (1984) .  Du fa i t  de

1 'o r thogona l i té  en t re  var iab fes  exp l i ca t i ves  assurée par  fe  p lan

fac tor ie f ,  les  coef f i c ien t  b i  peuvent  ê t re  rangés  par  o rdre  de  leur

cont r ibu t ion  à  la  régress ion  ca lcu fée .  L r  éva fua t ion  de  la

s ign i f i ca t i v i té  des  d iverses  var iab les  exp l i ca t i ves  (e t  éventue f lement

d e  L e u r s  i n t e r a c t i o n s ) ,  s e  f a i t  p a r  u n  t e s t  t  d e  S t u d e n t .

y=

ou

h i  h i

x i . x j

I V .  1  . 6 . Déterminat ion  de  la  c I50  du  cadmium sur  f rATPase K+st imu lée

A par t i r  de  la  so fu t ion  de  n i t ra te  de  cadmium à  tg  Cdh,

d i f f é r e n t e s  s o l u t i o n s  c a d m i q u e s  s o n t  r é a l - i s é e s  a f i n  d e  t e s t e r  f e s

concent ra t ions  su i r tan tes  :

5 0  -  5 -  |  n g / I

5oo - 50 ys/I
et  ce fà  para l lè lement  à  un  témoin  cadn ium.3  répét i t ions  sont  e f fec tuées

pour  chaque concent ra t ion .  Les  cond i t ions  opéra to i res  sont :  pH =  6r5

magnés ium'=  3 ,5  ml ' l  ;  po tass ium = J0  ml ' l  .
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IV.2 .1  -  Examen comparé  des  f rac t ions  p lasmalemmiques bru te  e t  pur i f iée

( f r a c t i o n  f ) .

Les planches C et D, correspondant respect ivement aux fract ions

b r u t e s  e t  p u r i f i é e s  o b s e r v é e s  a u  m ê m e  g r o s s i s s e m e n t  ( x  4 0 . 0 0 0 ) ,  m o n t r e n t

f  i n t é r ê t  d r u n e  é t a p e  d e  p u r i f i c a t i o n ,  a p r è s  l a q u e l l e  i l  n e  s u b s i s t e

p l u s  q u e  q u e l q u e s  i m p u r e t é s  e t  p e t i s  d é b r i s  d ' o r g a n i t e s  c e l l u f a i r e s .  L a

p lupar t  des  vés icu les  présentes  dans  ce t te  f rac t ion ,  on t  un  d iamèt re

c o m p r i s  e n t r e  0 , 1  e t  0 , 5  I m .
P o u r  c e t t e  c o m p a r a i s o n ,  L e s  a c t i v i t é s  o n t  é t é  t e s t é e s  d a n s  I e s

cond i t ions  su ivantes  l , lg++ =  315 ml l ,  K*  =  50  r l , l ,  pH TRIS =  7100.

Les  résu l ta ts  des  dosages mont ren t  un  fac teur  d renv i ron  12  en t re

1 ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  d e  f a  f r a c t i o n  p u r i f i é e  e t  c e f l e  d e  l a  f r a c t i o n

b r u t e  ( t a b f e a u  X X X V I I I ) .

f r a c t i o n s  u t i f i s e e s Act iv i té  spéc i f ique  moyenne

(pmoles  P i  fo rmées/heure .

mg pro té ines  )  .

écart- type

f rac t ion  bru te 0  ' 24 0 ,  02

f rac t ion  pur i f iée 2,  8o o ,  30

Tabfeau XXXVI I I  :  Ac t iv i tés  ATPas iques  comparées  des  f rac t ions

b r u t e  e t  p u r i f i é e .

C e s  r é s u l t a t s  c o n f i r m e n t  f e s  o b s e r v a t i o n s  e f f e c t u é e s  a u  m i c r o s c o p e

é lec t r .on ique.
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t

P L A N C H E

FRACl ION PLASUALEMUIQUE BRUTE ( x  40 .0o0)

D  :  F R A C T I O N  P L Â S M A L E M M I Q U E  P U R I F I E E  ( x  4 0 . 0 O 0 ) .
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IV .2 .2  -  E tude de  I tac t i v i té  ATPas ique K+ s t imu lée  ( f rac t ion  f I ) .

Les résultats du plan factor iel  sont rassemblés dans le tabfeau

XXXfX,  où  sont  por tées  fes  va leurs  des  4  paramèt res  tes tés .  Ces  essa is

nron t  pu  ê t re  répétés  que deux  fo is  sur  fa  même f rac t ion  (=  f rac t ion

I I ) ,  Ia  quant i té  de  f rac t ion  p lasmalemmique é tan t  l im i tée .

Préa lab lement  à  tou te  exp lo i ta t ion  de  ces  résu f ta ts ,  i f  fau t

r e m a r q u e r  q u e  d a n s  c e r t a i n s  e s s a i s  ( n o  8  e t  n o  1 1 )  l e s  d i f f é r e n c e s  d e

q u a n t i t é s  d e  P i  f o r m é e s  s o n t  n é g a t i v e s .  D a n s  c e s  c a s ,  I ' a c t i v i t é

A T P a s i q u e  K - s t i m u l - é e  e s t  n u l l e  e t ,  e n  o u t r e ,  l t a d d i t i o n  d e  K +  d a n s  f e s

e s s a i s  8 b  e t  1 1 b  i n h i b e  l - t a c t i v i t é  p h o s p h a t a s i q u e  I { g * * d é p e n d a n t e  ( o u

éventue l fement  d rau t res  phosphatases  présentes  dans  le  mi l - ieu) .

T V . 2 . 2 . I .  -  f m p o r t a n c e  r e f a t i v e  d e s  f a c t e u r s  p o t a s s i u m ,  m a g n é s i u m ,  p H

s u r  f  r a c t i v i t é  A T P a s i q u e .

Lr in f luence re fa t i ve  des  fac teurs  po tass ium,  magnés ium e t  pH sur

l - tac t i v i té  ATPas ique peut  ê t re  éva l -uée à  f 'a ide  des  résu l - ta ts  des  16

essa is  du  p lan  fac to r ie l  réa l i sé  en  l , ' absence de  cadmium ( tabLeau

X X X I X ) .  C e s  r é s u f t a t s  s o n t  r e p r é s e n t é s  p a r  l e s  g r a p h e s  a  e t  b  d e  l a

f igure  J2 .  f l s  mont ren t  c la i rement  les  fa i ts  su ivar ts  :

(1 )  l raugmenta t ion  de  la  concent ra t ion  de  nagnés iun  (de  315 à  7  ml t l )

p rovoque une d iminu t ion  de  l - 'ac t i v i té  mesurée que l les  que so ien t  les

va leurs  de  K +  e t  de  pH.

( 2 )  l - e - p !  d "  6 , 5  s e m b l e  d a n s  t o u s  l e s  c a s  p l u s  f a v o r a b f e  à  f ' a c t i v i t é  d e

I  'ATPa se  qu  run  pH de /  .

(3 )  i l -  en  es t  de  même du po tass ium dont  1 'e f fe t  de  s t imufa t ion  sur

l r a c t i v i t é  A T P a s i q u e  e s t  n e t t e m e n t  p l u s  f a i b l e  à  1 0 0  m M  q u ' à  5 0  m M .  P o u r

un pH de 7  e t  une concent ra t ion  de  7  mM de magnés ium,  fa  concent ra t ion

d e  1 0 0  m M  d e  p o t a s s i u m  i n h i b e  m ê m e  f ' a c t i v i t é  A T P a s i q u e  a u  l i e t t  d e  l a

s t i m u l e r ,  c o m m e  e n  t é m o i g n e  1 a  v a l e u r  n é g a t i v e  d e  I ' a c t i v i t é  e n r e g i s t r é e

d a n s  c e s  c o n d i t i o n s .
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Modalités des variables

K+
mM

cd
__mM

o
0

0

0

0

0

0

o

5o
5o
5o
5o
100

r00

100

100

3 r5

3 r5
.|

,7

3 r5

3 r5

3 r5

6 r 5
,7

6 r5

7

6 r5

7

6 r5

7

| , r73
o,612
o r l l7

o, o8o
0,889

o 1 2 2 6

o,153

o,284

O '44

0 ,44

o ,44

0 ,44

0 ,44

0 ,44

0 ,44

o '44

5o

50

50

5o

r00

r00

100

100

3r5

7

1

3 r5

3 r5

.1

1

Tableau XXXIX :  Act iv i tés ATPasiques des essais correspondant au plan factor iel .

écart  à la
moyenne

1 ,135

o ,717

0 ,178

0 ,105

o,874

o,261

o,192
-  O '327

Activités ATPasiques (en;rnoles

Pi formées/h. mg Protéine

ug** l  pH !  essai  t to  I  I  essai  no2

or294

o,744

O,O74

o,287

0 ,359

o ,327

0,076

o ,271

1'O97

0,821

O,24O

o, t29

0,858

o,295

o,231

0,369

O,248

0,648

0 r  0 2 9

0,306

o ,357

o,284

0 ,051

o,219
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50mMK* loo mM K*

Mg**

(b)

Mg**

(d)

omM
Cd

oA4mlvl
cd

Mg**

(a)

Mg **

(c)

FIG, 32 :  ACTIVITES ATPnslsuEs DESDIVTRS I ' I ILI iUX TESTES.
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Lrana lyse  de  ces  r 'ésu l ta ts  par  régress ion  mul t ip le  permet  de  modé l iser

l -a  va feur  par  l rac t i v i té  ATPas ique K 
+  

s t imu lée  par  1 téquat ion

suivante :

Î r  = o,3gz - 0,355 trqt j l  -  0,203 [  pH(.1]-  o,r4z t  ni . i
-  0 ,080 [  pH(. l .Kt t !

- ++-
avec  I  Mg( ; ; ]  =  corc€r t ra t ion  de  rnagnés ium t rans formée

( é g a l e à - 1 o u + l )

I  nH l r ; i  =  va ]eur  du  pH t ran formé

( é g a l e à - 1 o u + l )
f  t ,  1  - l  

-  L :  -  -  r -  - i - - - ,  r - ^ ^ - - - - f

L  K ( a l  J  =  c o n c e n t r a t i o n  d e  p o t a s s i u m  t r a n s f o r m é e

( é g a 1 e  à  -  1  o u  +  1 )

e t  u n  é c a r t - t 1 ' p e  d e s  r é p é t i t i o n s  d e  0 , 0 7 3 .

(8 )

C e t t e  é q u a t i o n  c o n f i r m e  s t a t i s t i q u e m e n t  l e s  r é s u l t a t s  d e

f  in te rpré ta t ion  graph ique.  Les  fac teurs  magnés ium,  PH,  po tass ium,  a ins i

que l t in te rac t ion  en t re  le  pH e t  l -e  po tass ium sont  tous  s ign i f i ca t i f s  au

seu i l  de  5  / "  e t  a f fec tés  d 'un  s igne négat i f ,  ce  qu i  s ign i f ie  que

l r a u g m e n t a t i o n  :

-  des  concent ra t ions  en  magnés ium de 315 à  7  ml t

-  des  concent ra t ions  en  po tass iun  de  J0  à  100 m} l ,

-  d u  p H  q u i  p a s s e  d e  6 ,  5  à  7 ,  
r

d i m i n u e n t  I ' a c t i v i t é  A T P a s i q u e  K  s t i m u l é e .

L r i n t e r a c t i o n  p H - p o t â s s i u m  ( a f f e c t é e  d u  s l q n e  n é g a t i f )  t r a d u i t  l e

f a i t  q u e  f a  d i m i n u t i o n  d ' a c t i v i t é  à  p H  /  e s t  d r a u t a n t  p l u s  i m p o r t a n t e

q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  p o t a s s i u m  e s t  p l u s  é l e v é e  ( e t  i n v e r s e m e n t ) .

E n  d é f i n i t i v e ,  i l  a p p a r a î t  q u e  f e s  m e i L f e u r e s  c o n d i t i o n s  o p é r a t o i r e s

pour  ob ten i r  l -a  p lus  fo r te  ac t iv i té  spéc i f ique  sont  fes  su ivantes  :

-  potassium : 50 ml ' l

-  magnés ium :  3 ,5  m} l

-  p H  :  ô , 5
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VI .2 .2 .2 .  -  fmpor tance re la t i ve  des  fac teurs  po tass ium,  magnés ium,  pH

sur  l tac t i v i té  ATPas ique en  présence de  cadmium.

Lrexamen de la  f igure  J2  e t  la  compara ison des  graphes a  e t

c  d rune par t ,  b  e t  d  d tau t re  par t  mont ren t  que le  cadmium présente  deux

t y p e s  d ' e f f e t .

inhibi teur à pH 6, J

- st imulant à pH /

L rac t ion  inh ib i t r i ce  du  cadmium es t  d tau tan t  p lus  impor tan te  que

I ' a c t i v i t é  d e  l r e n z y m e  e s t  é l e v é e  :  e n  p r é s e n c e  d e  3 , 5  m l ' I  e n  m a g n é s i u m ,

d e  5 0  m M  e n  p o t a s s i u m  e t  à  u n  p H  d e  6 , 5 ,  I ' a c t i v i t é  m o y e n n e  o b s e r v é e

p a s s e  d e  1 , 1 3 5  à  0 1 2 9 4  u n i t é s  e n z y m a t i q u e s  ) i ,  c e  q u i  c o r r e s p o n d  à  u n e

inh ib i t ion  de  1 'o rdre  de  74  % f tab leau XL) .

De Ia  même façon,  l -a  s t imu la t ion  de  1 'ac t i v i té  ATPas ique à  pH 7 ,  es t

p lus  fo r te  quand les  ac t iv i tés  en  f rabsence de  cadmium sont  p lus

f a i b l e s  ( t a b l e a u  X L ) .  C t e s t  e n  p a r t i c u l i e r  l e  c a s  o ù ,  e n  p r é s e n c e  d e

7 n '14  de  magnés ium e t  de  100 mM de po tass ium (va feurs  négat ives  de

= 0,327 U.E.) fe cadrnium provoque la st imulat ion la plus importante

(  > 27r  %).

L ' i n t e r p r é t a t i o n  s t a t i s t i q u e  d e s  3 2  r é s u l t a t s  d e  f ' e n s e m b l e  d u  p l a n

fac tor ie l -  ( tab leau XXXIX)  permet  de  modé l iser  l rac t ion  du  cadmium sur

I ' a c t i v i t é  A T P a s i q u e  e n  f o n c t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  m a g n é s i u m ,

p o t a s s i u m  e t  p H  :

Y ^
z

= 0 ,339  -  0 ,250  t

_ o,o6s t  nt l l  l
_ 0,053 t-  cdt l )  I  +

un écar t - type  des

c o m m e  p o u r  1 ' é q u a t i o n

t r a n s f o r m é e s  ( é g a l e s  à  -

.pH(.) I  + o,1or t  cai i l iugt i i l

o,os7 t  cdËi.  Ktr l  l
(e)

-  L r j . n d i c e  ( t )  s i g n i f i e

que  l es  va r i ab les  son t

uei i l  I  + 0, t62

o,o8o I  x i . , .nH

o,o4e f*t. I  .
r é p é t i t i o n s

précédente

I  o u  +  1 ) .

I  cai-)

t t )  I  +

n'gil I l
0 ,  071

Î r )  '
a v e c d e

(

L ' é q u a t i o n  ( 9 )  s o u l i g n e  à

( 5  % )  L ' i n f ] u e n c e  n é g a t i v e  d e s

e t  e n  p o t a s s i u m  ( t O O  m l t ) ,  a i n s i

nouveau e t  de  man ière

concent ra t ions  é l -evées  en

q u e  d u  c a d m i u m  ( 0 , 4 . 1  m t t ) .

s i g n i f i c a t i v e

magnés ium (7ml ' l )

- ) î  L 'un i té  enzymat ique cho is ie  a rb i t ra i rement ,  cor respond à  1  , ; . rmo le  de

Pi  fo rmé en une heure  par  mg pro té ines .
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( l )  Les  te rmes dr in te rac t ions  pos i t i f s  du  cadmium avec  fe  PH,  Ie

magnésium et Ie potassium traduisent l tef fet  de st imul-at ion du cadmium

sur  I 'ac t i v i té  ATPas ique quand 1e  pH,  le  magnés ium e t  Ie  po tass ium sont

é levés  ( respec t ivenent  7  ,  7  mM et  100 mM).  Au cont ra i re ,  quand les

va l -eurs  de  ces  paramèt res  sont  fa ib les  ( respec t ivement  6 r5 ,  3 ,5  mlv l  e t  50

m M )  l e s  t e r m e s  d r i n t e r a c t i o n  -  a f f e c t é s  a f o r s  d r u n  s i g n e  n é g a t i f

v iennent  s ra jou ter  à  I  '  i nh ib i t ion  enzymat ique lndu i te  par  fe  méta ]  '

L rac t ion  du  cadmium es t  donc  moins  percept ib le  lo rsque les

concent ra t ions  des  au t res  ca t ions  (magnés ium e t  po tass ium)  augmentent ,

ceci  témoigne vraisemblablement

respec t ivenent  avec  le  magnés ium

p a s  l e  c a s  p o u r  l e s  P r o t o n s .

f ' e x i s t e n c e  d e  d e u x  c o m P é t i t i o n s

avec  Ie  po tass ium ;  ce  Qu i  ne  sembfe

d e

e t

e )  L r i n t e r a c t i o n  n é g a t i v e  e n t r e  l - e  p H  e t  l e  p o t a s s i u m  e s t  t o u J o u r s

o b s e r v a b l e  c o n m e  p r é c é d e m m e n t  ( c f  .  $  r v  ' 2 ' 2 '  ' l  ' )

( 3 )  L r i n t e r a c t i o n  d u  p o t a s s i u m  a v e c  f e  m a g n é s i u m  ( p o s i t i v e )  s i g n i f i e  q u e

f 'e f fe t  inh ib i teur  dû  à  I 'augmenta t ion  du  magnés ium (7  m} l )  d iminue

lorsque la  concent ra t ion  de  po tass ium augmente  (  tOO n I { ) ,  ce  qu i

t é m o i g n e ,  1 à  é g a l e m e n t ,  d r u n e  c o m p é t i t i o n  e n t r e  c e s  d e u x  c a t i o n s '

(4 )  Le  pH in te rv ien t  tou jours  de  man ière  in te rac t ive  avec

et  fe  cadmium.

I e  p o t a s s i u m

En résumé,  fe  cadmium inh ibe  LrATPase

l - , a c t i v e  à  p H  7 , 0  ( T a b l e a u  X L ) .

i (  + st imul-ée à PH 6 ,5 e t

r v .2 .2 .3 . -  Déterminat ion  de  la C I 5 0  d u  c a d m i u m  v i s  à  v i s  d e

I ' A T P a s e  K + s t i m u l - é e  (  f r a c t i o n  I I I  ) .

Le  tab feau XLI  rassemble  les  pourcentages  dr inh ib i t ion  observés  en

fonc t ion  des  concent ra t ions  de  cadmium in t rodu i tes .  La  CI50  dé terminée

d a n s  c e s  c o n d i t i o n s  e s t  s i t u é e  e n t r e  I  e t  J  n g / l .  L t i n t e r p o f a t i o n  e n t r e

ces  deux  va leurs  fo r t rn i t  une CI50  de  l - 'o rd re  de  4r5  ng ' i l  (en  cadmium

i n t r o d u i t )  p o u r  u n e  q u a n t i t é  d e  p r o t é i t r e s  i n t r o d u i t e  d a n s  l e s  m i l i e u x  d e

39,4  | te .
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Tabl-eau XLI : P o u r c e n t a g e s  d t i n h i b i t i o n  d e  f  ' a c t i v i t é  A T P a s i q u e - K +

st imu lée  .

I V . 2 . 3 .  -  l , { e s u r e s  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  c a d m i u m  l i b r e .

Les  dosages on t  é té  réa l i sés  sur  l -es  mi l ieux  dr incubat ion  no  Ç à

du p lan  fac to r ie f  p récédent  ;  chaque mi l ieu  d t incubat ion  é tan t  tes té

a b s e n c e  d e  p o t a s s i u m  ( a )  e t  e n  p r é s e n c e  d e  p o t a s s i u m  ( b ) .

Le  tab leau XLI I  rassemble  les  d i f fé ren tes  concent ra t ions  de

cadmium f ib re  ob tenues avant  a jou t  d  I  ATP-TRIS (Cd 1  ) ,  après  a jou t

d ' A T P - T R I S  ( C d  2 )  e t  a p r è s  a j o u t  d e  f r a c t i o n  p l a s m a l e n m i q u e  ( C a  3 1  .  c e s

t ro is  concent ra t ions  de  cadmium é tan t  mesurées  dans  des  vo fumes

d i f fé ren ts  :

- T n I p o u r C d l

- 9 m l p o u r C d 2

-  10  ml  pour  Cd J .

r v .2  .3 .  1  . -  Compfexat ion  du  cadmium par  la  so fu t ion  minéra l -e  tamponnée

( TRIS, KCf ,  I ' lgCl2 )  .

Dans le  tab leau XLI I ,  fes  concent ra t ions  de  cadmium l ib re  dans

la  so lu t ion  minéra fe  tamponnée (so i t  Cd1)  sont  t rès  in fé r ieures  à  la

concent ra t ion  in i t ia f  ement  in t rodu i t  e  (71 ,43  r , rg / l  =  0 ,64  m: t t )  .  Dès  le

dépar t ,  fe  t 'admium es t  donc ,  €h  grande par t ie ,  complexé par  le  TRIS e t

l e s  c h l o r u r e s  p r ' é s e n t s  d a n s  1 e  m i l i e u  d r i n c u b a t i o n .

16

en

Concentrat ion

introduite

de cadmium

(en mg/ t )

pourcentages d I  inhibi t ion

observés

o
0 , 0 0 5

0 r 5

I

5

50

0

2 r l
' t R
,  r "

1

55 ,2

o5 ,  J
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FIG,33n :  EFFET DE LA vARIATIoN DE LA FoRcE IoNIouE

DE CADMIUM L IBRE
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FIG, 33s :
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FIG,33c
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EFFET  DE  LA  VARIAT ION DE
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Selon les mi l- ieux testés, Ies pourcentages de cadmium complexé varient

de 6f à 85 % et se montrent toujours infér ieurs dans fes mi l- ieux sans

potass ium (a)  à  ceux  des  mi l ieux  avec  po tass ium (b) .  Cet te  var ia t ion  des

concentrat ions de cadmium entre fes tubes (tableau XLII)  nous a invi té à

rechercher  I  t in f fuence de  Ia  fo rce  ion ique (  F igure  33  a  )  ,  des

concent ra t ions  en  po tass ium ( f igure  33  b)  e t  en  ch forures  ( f igure  33  c )

sur  La  complexat ion  du  cadmium en so lu t ion  à  pH 6 ,J

Pour  71  ,43  ng / \  de  cadmium in t rodu i t  (0 ,64  mt ' t ) ,  lo rsque la  fo rce

i o n i q u e  p a s s e  d e  0 , 1 1 /  à  0 r 1 8 8  M  ( d o m a i n e  d e  v a r i a t i o n  d e  f a  f o r c e

i o n i q u e  d e s  é c h a n t i l - f o n s  t e s t é s ) ,  i l  n ' y  a  p a s  d e  d i m i n u t i o n  n o t a b l e  d e

l -a  concent ra t ion  de  cadmium l ib re  ( f igure  33a) .  I l  ne  es t  de  même

lorsque fa  concent ra t ion  de  po tass ium var ie  de  J l  r {  à  I7 I  '4  m1"1 ,  qu i

représenten t  respec t ivement  fe  min imum et  1e  max imum des  teneurs  en

p o t a s s i u n  d e s  e s s a i s  r é a l i s é s  ( f i g u r e  3 3 b ) .

P a r  c o n t r e ,  f r a u g m e n t a t i o n  d e s  c h l o r u r e s  d e  1 0  à  8 1 , 4  m M

provoque une d iminu t ion  d 'env i ron  15  ng / t  de  cadmium l ib re .  Les

d i f fé ren tes  va l -eurs  de  Cd 1  du  tab leau XLI I  on t  é té  cor re lées  avec  fes

concent ra t ions  respec t ives  en  ch l -o rures  ( f igure  34) .  Les  dro i tes

obtenues sur  pap ie r  semi - logar i thmique se  carac tér isen t  par  des

c o e f f i c i e n t s  d e  c o r r é l a t i o n  ( r )  r e s p e c t i v e m e n t  é g a u x  à  0 , 9 5 5  p o u r  p H  6 , J

e t  à  0 , 9 6 5  p o u r  p H  7 .

I V . 2 . 3 . 2 .  -  C o m p l e x a t i o n  d u  c a d m i u m  a p r è s  a i o u t  d ' A T P - T R I S  ( C d 2 ) .

Les  concent ra t ions  de  cadmium l ib re  (CaZl  son t  fo r tement

d iminuées après  a jou t  d  'ATP-TRIS,  e t  c€ ,  d rau tan t  p lus  que la

concent ra t ion  en  magnés ium es t  fa ib le  (  3 ,  5  mM) .  Cec i  expr ime une

compét i t ion  en t re  le  cadmium e t  le  magnés ium v is -à-v is  de  l - 'ATP-  E l le

peut  ê t re  re f iée  à  I ' i n te rac t ion  pos i t i ve  cadmium-magnés ium observée

précédemmetr t  dans  1e  p lan  fac to r ie l .

De p lus ,  les  quant i tés  de  cadmlum complexé après  a jou t

d  '  ATp-TRIS (Q l  )  son t  l inéa i rement  cor re l -ées  à  la  concent l 'a t ion  de

c a d m i u m  p r é s e n t e  d a n s  f e  m i l i e u  a v a n t  a j o u t  ( C d t ) .  0 n  o b t i e n t ,  a i n s i ,

d e u x  d r o i t e s  C d  =  f  ( Q l  )  p o u r  l e s  d e u x  c o n c e n t r a t i o n s  d e  m a g n é s i u m

t e s t é e s  ( f i g .  3 5 ) .
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IV .2 .3 .3 .  -  Complexat ion  du  cadmium après  a iou t  de  f rac t ion

pl.asmalemmique (Cd3) '

L e s c o n c e n t r a t i o n s d e c a d m i u m ] - i b r e a p r è s a j o u t d e f r a c t i - o n

p lasmalemmique (cd3)  révè len t  la  même typo log ie  que ce f les  t rouvées

a p r è s a j o u t d l A T P - T R I S : e l l e s S o n t , e n v i r o n , d e u x f o i s p l u s é l e v é e s

l o r s q u e l a c o n c e n t r a t i o n e n m a g n é s i u m d o u b l e . L e s q u a n t i t é s d e c a d m i u m

f i x é e s a p r è s a j o u t d e f r a , c t i o n ( Q 2 ) s o n t r e f a t i v e m e n t f a i b ] - e s à p H 6 , 5 .

A p H 7 , i l n ' y a p a s d e c o m p l e x a t i o n d e c a d m i u m l i b r e c ' e s t - à - d i r e

d iminu t ion  mais ,  âu  cont ra i re ,  augmenta t ion  de  la  quant i té  du  cadmium

l i b r e  d a n s  l e  m i l i e u
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Cd r ( ppm)

Mg=7 r

r Mg =3,5

20

1,5

p16. 35: CORRELATI ON
AVANT AJOUT
FIXE PAR LE

ENTRE LA CONCENTRATIOt.l
DE SUBSTRAT (Co1)ET LA
SUBSTRAT (81).

q(;rmol,es)

DE CADl, l IUt ' l  LIBRE
OUANT I TE DE CADIVII UIT
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IV.3. -  DTSCUSSToN.

( f )  les  ac t iv i tés  A1Pas iques  observées  var ien t  de  1 .10  à  1 ,17

;rmoles de Pi formé par heure et par mg protéines ( tableau X'XXIX) dans

les condit ions opératoires qui fournissent une act iv i té maximale (K+ =J0

m M ,  M g * * =  3 r 5  m M ,  p H  =  6 1 5 ) .  E I I e s  s e  s i t u e n t  d a n s  1 a  f o u r c h e t t e  d e s

résu l ta ts  ex is tan t  dans  Ia  l i t té ra tu re  sur  les  ATPases a1ga1es,  ma is

sont  in fé r ieures  à  ce l les  t rouvéesr  par  a i l leurs ,  chez  cer ta ins  végétaux

supér ieurs  (Tab leau XLI I I ) .

0rganismes Act iv i tés  ATPas iques

pmoles  P i /h .  mg pro té ines

Références

PLANTES

SUPERIEURES

Tabac

Maîs

Avoine

Betterave

rouge

Choux f feur

Pin

L225 ,2  -  132 t ,2
,7'

45,  I

25 ,7

13 ,6

3 r  5

KASAMO ( rgSz)

S C A L L A  e t  a l .  ( t q 8 g )

LEONARD et HODGES

Q97 3)
BRISKIN et P00LE

(  tq8 :  )
POI1EROY et }lc MURCHIE

( tq8z )

HELLERGREEN et al-.

(  1983)

ALGUES

Boergesen ia

0 ,26  -  0 ,27

MI:UTA ET SUDA (  1978)

JOKELA (  1969)

fo rbes i i

Dunal iel la

te r t io lec ta

Tableau XLII I  : Ac t iv i tés  ATPas iques

v é g é t a I e s .

; +  A c t i v i t é  N a +  -  K +

K +s t imu lées  de  cer ta ines  esPèces

s t imu lée .
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(2) Lract iv i té enzymatique étant dépendante de l-a structure de I tenz5rme,

on peut avancer l rhypothèse que les facteurs testés (magnésium,

potassium, pH) entraînent directement ou indirectement,  des var iat ions

conformationnel les de frenzJrme récepteur,  conduisant à un nouvel état

d 'équ i l ib re  thermodynan ique avec  le  n i l ieu  e t  in f luant  a ins i  l - 'ac t i v i té

o b s e r v é e  ( Y O N ,  1 9 6 9 ) .

(3 )  Le  magnés ium joue un  rô ]e  p r imord ia l  que ce  so i t  en  absence ou  en

présence de  cadmiun.  Pour  des  f rac t ions  provenant  de  p lan tes  supér ieures

fe  complexe Mg-ATP es t  fe  vér i tab le  subs t ra t  e t  le  magnés ium l ib re

d iminue fo r tement ,  âu  de là  d rune concent ra t ion  op t ima le ,  l rac t i v i té  des

ATPases Na+ -  K+ s t imu]ée  de  rac ines  de  be t te rave  à  sucre  (L INDBERG et

a f . ,  tg7ù e t  K+s t imu l -ée  de  rac ines  dravo ine  (n l l fp  e t  HODGES,  1975)  -

Nous avons montré que pour f 'ATPase plasmalemmique provenant de

ch lo re f l -e ,  I 'augmenta t ion  de  la  concent ra t ion  de  rnagnés ium provoqua i t

éga lement  une d iminu t ion  de  I 'ac t i v i té  enzymat ique.  Cet te  d iminu t ion  es t

p lus  impor tan te  que ce1 le  observée chez  Boergesen ia  fo rbes i i  (2 I  12  %)

pour  la  même var ia t ion  de  fa  concent ra t ion  de  magnés ium (MIZUTA e t  SUDA,

1 9 7 8 ) . I 1  s e r a i t  u t i l e  d e  t e s t e r ,  p â r  f a  s u i t e ,  d ' a u t r e s  c o n c e n t r a t i o n s

de magnés ium,  gue 31  5  e t  7  ml l ,  a f in  de  préc iser  1e  seu i l  des

conceht ra t ions  inh ib i t r i ces  a ins i  que le  max imum d 'ac t iv i té .

( D  L r a u g m e n t a t i o n  d u  p H  d e  6 , 5  à  7  a  p o u r  e f f e t  d e  d i m i n u e r  f ' a c t i v i t é

ATPas ique K+ s t imu l -ée ,  c€  qu i  ava i t  dé jà  é té  observé  sur  des  f rac t ions

provenant de plantes supérieures (LEONARD et HOTCHKISS, 1976 r BRISKIN

e t  P 0 0 L E ,  1 9 8 3 ) .

En présence de  cadmiun,  1 'écar t  en t re  les  deux  moda l i tés  de  pH tes tées

q u i  p o u v a i t ,  à  p r i o r i ,  s e m b l e r  f a i b l e  ( 0 , 5  u n i t é s  p H )  s t e s t  r é v é l é  ê t r e ,

en  fa i t ,  su f f i samment  la rge  pour  p ro l roquer  une invers ion  dre f fe ts .  I1  y

a  inh ib i t ion  de  l renzyme à  pH 6 ,J  e t  ac t i va t ion  à  pH 7  e t ,  à  no t re

c o n n a i s s a n c e ,  d e  t e f s  e f f e t s  d u  p H  n r o n t  j a m a i s  é t é  o b s e r v é s  d a n s  f a

l i t t é r a t u r e .

(5 )  Quant  au  po tass ium,  i l  d im inue l - rac t i v i té  enzymat ique aux  fo r tes

concent ra t ions  (100 ml - { ) .  Toute fo is ,  son  in f luence es t  de  moindre

impor tance que ce l le  du  magnés ium e t  du  pH.  Nous avons  recherché s i

ce t te  inh ib i t ion  résu f ta i t  de  l - 'e f fe t  in t r insèque du  po tass ium ou de

l r a u g m e n t a t i o n  d e  l - a  f o r c e  i o n i q u e  i n d u i t e  p a r  1 ' a d d i t i o n  d e  K C l ,  m a i s

aucune cor ré fa t ion  n 'a  é té  observée en t re  la  fo rce  ion ique des  mi l - ieux

e t  f  r a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e .
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( 6 ) l , a r é s o l u t i o n d u p l a n f a c t o r i e l a m o n t r é q u e l e s i n t e r a c t i o n s d u

cadmiun avec le pH, 1e magnésiun et le potassium étaient posi t ives et

s i g n i f i c a t i v e s : l a p r e m i è r e é t a n t p l u s i m p o r t a n t e q u e l e s d e u x a u t r e s .

I l e s t v r a i s e m b l a b l e q u e l e c a d m i u m , c o m n e l e s a u t r e s v a r i a b l e s

é tud iées ,  joue  sur  Ia  s t ruc tu re  enzymat ique '

(7 )  Les  pourcentages  d ' inh ib i t ion  observés  (pour  50  mg/ t  de  cadmium

in t rodu i t ) ,  dans  l -es  cond i t ions  où  I 'ac t i v i té  enzymat ique es t  op t ima le '

var ien t  }égèrement  d run  f rac t ionnement  à  I rau t re  '  74 ,1  % pour  la

f rac t ion  I I  ( tab leau Xt )  e t  65 ,3  % pour  ]a  f rac t ion  I I I  ( tab l -eau XLI ) '

c e t t e  r e p r o d u c t i b i l i t é  e s t  t r è s  a c c e p t a b l e ,  s i  L r o n  c o n s i d è r e  l r e n s e m b f e

d e s o p é r a t i o n s d e b r o y a g e d e c e n t r i f u g a t i o n q u i p e r m e t t e n t d ' o b t e n i r f e s

f rac t ions  enzymat iques  e t  peuvent  jouer  sur  son degré  de  pure té  e t

d ,ac t iv i té .  De p1us ,  ces  résu f ta ts  sont  du  même ordre  de  grandeur  que

ce lu i  observé  0 l17  %)  sur  I 'ATPase Na+-  K*  s t inu ]ée  de  Boergesen ia

fo rbes i i  pour  une concent ra t ion  de  cadmium in t rodu i te  éga le  à  1  mM

( M I Z U T A  C t  S U D A ,  1 9 7 8 ) .

( 8 ) p o u r q u e l e s p o u r c e n t a g e s d t i n h i b i t i o n c a } c u l é s s o i e n t v a f a b f e s , i l

é ta i t  nécessa i re  de  vér i f ie r  que les  cond i t ions  é ta ien t  iden t iques  dans

l e s m i l i e u x a p p a r i é s ( a e t b ) , € t c e l a a u c h l o r u r e d e p o t a s s i u m p r è s

p u i s q u e l ' a c t i v i t é A T P a s i q u e e S t m e s u r é e p a r d i f f é r e n c e e n t r e u n t u b e

avec  KCI -  ( tube b)  e t  un  tube sans  I {C l -  ( tube a) '

S i l e s c o n c e n t r a t i o n s d e c a d m i u n ] - i b r e a v a n t a j o u t d e s u b s t r a t

e t  d renz) ryne (cd  1)  sont  d i f fé ren tes  par  su i te  d 'une concent ra t ion  p lus

é l -evée en  ch lo rures  appor tés  par  Ie  KCl  qu i  mod i f ien t  Ia  spéc ia t ion  du

cadn ium (F ig .  3ù ,  ces  d i f fé rences  s 'es tompent  au  fu r  e t  à  mesure  que

1 ' o n  a j o u t e  l e  s u b s t r a t  ( C d 2 )  e t  l a  f r a c t i o n  p l a s m a l e m m i q u e  ( C d 3 ) '  I I  e n

r é s u f t e q u e l e s c o n c e n t r a t i o n s d e c a d m i u m a p r è s a j o u t d e f r a c t i o n ( C d 3 )

sont  comparabfes ,  même s i  e f fes  res ten t  t rès  légèrement  supér ieures  dans

les  tubes  a  que dans  l -es  tubes  b '  ce  qu i  con f i rme fa  va l id i té  des

p o u r c e n t a g e s  d '  i n h i b i t i o n  o b t e n u s '
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(9 )  Oans les  cond i t ions  où  l rac t i v i té  ATPas ique es t  max imale ,  la  CI50

refat ive à l l inhibi t ion de cette act iv i té est de 4r5 mg/I  de cadmium

in t rodu i t .  Expr imé de ce t te  façon,  l renzyme tes tée  n tappara î t  pas  t rès

sens ib fe .  0 r ,  nos  observa t ions  mont ren t  que 1es  quant i tés  de  cadmium

l ib re ,  dans  Ie  mi l ieu  dr incubat ion  où  f rac t i v i té  ATPas ique es t  max imale

Çb, var ient de la façon suivante :

-  4 1 4 8 0 ; r m o l e s  d e  c a d m i u m  i n t r o d u i t  ( 0 , 6 4  m l l  p o u r  /  m l ) .

-  0 ,905; rmoles  avant  a jou t  de  subs t ra t  ( I29  214 pour  7  n I )

-  0 , 1 9 8  T r m o l e s  a p r è s  a j o u t  d e  s u b s t r a t  ( 2 2  
2 M  p o u r  9  m l ) .

-  0 , 1 6 6  T r m o l e s  a p r è s  a j o u t  d t e n z y m e .  ( 1 7  7 M  p o u r  1 0  m l ) .

Ces  données mont ren t  que fe  cadmium se  f i xe  à  l -a  fo is  sur  l -e  subs t ra t  e t

s u r  l r e n z y m e .

En ce  qu i  concerne Le  cadmium f i xé  sur  l -e  subs t ra t ,  aucune

c o r r é l a t i o n  n r e x i s t e  e n t r e  l e s  v a r i a t i o n s  d r a c t i v i t é  o b s e r v é e s  A  ( c f .

tab l ,eau XL) ,  e t  fes  quant i tés  de  cadmium Q1 f i xé  par  le  subs t ra t .

L 'hypothèse fo r rnu fée  par  L INDBERG et  I { INGSTRAND (1985)  exp l iquant  fes

inh ib i t ions  causées par  fe  cadmium par  la  seufe  f i xa t ion  sur  l -e  subs t ra t

en  compét i t ion  avec  le  magnés ium (c f .  f igure  35) ,  ne  semble  pas  vér i f iée

d a n s  n o t r e  c a s .

Après  a jou t  de  la  f rac t ion  enzynat ique,  on  cons ta te  que :

à  pH 6 ,J ,  i I  se  p rodu i t  une d iminu t ion  des  concent ra t ions  de  cadmium

f i b r e  e t  s i m u l t a n é m e n t  u n e  i n h i b i t i o n  d e  I ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  ( c f .

t a b l e a u  X L ) .

à  p H  / r 0 ,  a u  c o n t r a i r e r  l ' a d d i t i o n  d e  I a  f r a c t i o n  s r a c c o m p a g n e  d r u n e

augmenta t ion  des  concent ra t ions  de  cadmium l ib re  e t  para l lè fement

d r u n e  a u _ q m e n t a t i o n  d e  f t a c t i v i t é  A T P a s i q u e .  E n  d r a u t r e s  t e r m e s

f  '  hydro lyse  de  I  I  ATP sraccompagne drune augmenta t ion

c tu  cadmrum f ib re  dans  l -e  mi l ieu .  Dans ces  cond i t ions ,  oh  peut  penser

que fe  cadmium l ibéré  é ta i t  p réa lab lement  complexé à  I 'ATP e t  que

s u i t e  à  I ' h y d r o l y s e  d u  s u b s t r a t  e n  A D P  +  P i ,  l e  c o m p l e x e  C d - A T P  e s t

d i s s o c i é .
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Cette corrélat ion entre les var iat ions de l fact iv i té ATPasique observée

(cf tableau XL),  €t  les quant i tés Q2 de cadmiurn complexé (ph 6,5) ou

l ibéré  (pH / ,0 )  es t  repor tée  sur  Ia  f ig .  16 .

Compte-tenu des remarques précédentes (et en supposant

quraucune red is t r ibu t ion  nr in te rv ienne en t re  les  complexes  fo r rnés)

I t inh ib i t ion  observée dans  ce  cas ,  pour  une quant i té  de  pro té ines  éga le

à  39 ,2  l tg t  so i t  J { , ,1  % (Tab leau XL)  es t  v ra isemblab fement  due à  la

q u a n t i t é  Q 2  d e  c a d m i u m  f i x é  s u r  l r e n z y m e ,  0 , 0 3 ; r m o l e s  ( T a b l e a u  X L I I ) .  I 1

s r a v è r e  d o n c  q u e  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  d e  f r e s s a i ,  m o i n s  d e  f / 1 0 0  d u

cadmium in t rodu i t  s ravère  ê t re  rée l lement  ac t i f ,  ce  qu i  s ign i f ie

éga lement  que l renzyme tes tée  es t  re fa t i vement  sens ib fe  au  cadmium

( t O )  f f  e s t  d i - f f i c i l e  d r e x p l i q u e r  l - a  s t i n u l - a t i o n  d ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e

indu i te  par  le  cadmium.  Toute fo is  une te l le  s t imu l -a t ion  a  dé jà  é té

observée sur  une ATPase magnés ium dépendante  provenant  de  branch ies  de

homard  (TUCKER,  1979) ,  ê t  de  nombreuses  au t res  enzymes sont  ac t i vées

ent re  10-  3e t  tO-  6 l t  
de  cadmium (VALLEE e t  ULI , IER,  1972) .
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A(untté enzymatlquel

+ 0,ô

+oA

+ 0,2

- 0,1 + 0,1 Qz ( pmoles )

-o.2

- o,4

- 0,6

- 0.8

FIG. 36: CORRELATION ENTRE LA VARIATION DE I-,ACTIVITE ATPNSIOUT
DUE AU CADll lUl l  (  A ) ET LA oUANTITE DE CADlvl l t . t l t  FIXE
OtJ LIBERE ( 82),
LES RONDS AUTOUR DES ETOILES REPRESENTENT LES CONDITIONS

C 0 R R E S P 0 N D A N T A p H = 6 . 5
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CONCLUSTON

Les nanifestations toxiques du cadmium sont nultiples, témoignant de son

effet sur de nombreuses structures cel lulaires. Nous avons montré qut i l  y

avait une vacuolisation inportante du contenu cellulaire à 4r4 mg/I de cadmium

introdtr i t .  Toutefois,  la manifestat ion Ia plus évidente et Ia plus faci lement

percept ible est const i tuée par les perturbat ions de 1a croissance a1gale. A

cet égard, les paramètres classiques dtévaluat ion de cette croissance tels que

la numérat ion et Ia D.O. sont plus sensibles que drautres paramètres comme le

contenu en ATP ou en chlorophyl le a :  les CI50 correspondantes sont comprises

entre 0,60 et t ,85 ng/I  de cadmium introduit  selon 1e paramètre ut i l isé. Si  on

consid.ère un paramètre biochimique, à savoir  I tact iv i té de l rATPase 6+

s t imu lée  tes tée  in  v i t ro ,  la  CI50  es t  de  l ro rdre  de  4r5  ne / I  de  méta l

in t rodu i t .

Les CI50 présentées ci-dessus sont exprimées en terme de cadmium total

introduit ,  or tout Ie métal  nrest pas réel lement toxique et biodisponible- En

effet,  l rajout drun cat ion à un mi l ieu complexe est suivi  de son interact ion

avec des const i tuants abiot iques de ce mi l ieu dont résulteront des changements

de spéciat ion, des phénomènes de complexat ion ou de précipi tat ion, capables de

modif ier sa biodisponibi l i té et par voie de conséquence sa toxici té pour les

cellules ou organismes vivants. Nous avons montré que Ie cadmium pouvait être

complexé par les chlorures et le TRIS dans les mi l ieux dr incubat ion de

lfenzyme et qutune faible part ie restai t  l ibre dans le mi l ieu.

Certaines ce] lules disposent de structure "piége'r  capable de séquestrer

Ie toxique et de sropposer à sa pénétrat ion intracel lulaire.  La paroi  des

chl-orelles répond à cette fonction puisque plus de 95 % du cadmium retenu par

Ies algues est adsorbé sur cette structure pariéta1e tandis que moins de 5 %

du métal-  est réel lement absorbé -

Nous avons pu montrer que Iradsorpt ion du cadmium sur Ch1ore1la vulgaris est

un phénomène extrêmement rapide qui steffectue selon un isotherme de

Freundlich pour les concentrations inférieures à 7 rS Nl et un isotherme de

Langmuir pour les concentrat ions supérieures à cette valeur '  Pour ces

dernières, utr pH acide semble protéger davantage Ia cellule qurun pH neutre'

indiquant une compéti t ion entre les ions H+ et les ions Cd+* au niveau de Ia

p a r o i .
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Lfampleur  de  l radsorp t ion  es t  te I le  que l ru t i l i sa t ion  des  a lgues  dans

1tépura t ion  des  eaux  es t  tou t  à  fa i t  d igne d t in té rê t  e t  lo in  d rê t re  u top ique :

la capacité maximale dradsorpt ion (à pH ,non régulé) est ainsi  de 5,1.10-8
moles  de  cadmium/mg P.S. .

11 reste à savoir  s i  Ie cadmiurn, une fois f ixé, nrest plus biodisponible ou

suscept ible de modif ier Ia pénétrat ion dans Ia cel l -u1e de nutr iments. I l

serai t  également nécessaire de connaître la part  que Ies di f férents

groupements carboxyles, hydroxyles, imidozoles, thiols,  sul fatés et les

l iaisons pept idiques prennent respect ivement dans cette adsorpt ion. / )

La quant i té de cd absorbé est t rès faible (moins de 5 %) ;  el le est

cependant suff isante pour provoquer de graves al térat ions physiologiques.

Ainsi ,  une fois franchie cette barr ière inerte que const i tue Ia paroi ,  Ie

cadmium rencontre Ia menbrane plasnalemmique dont iI peut perturber 1es

fonct ions. Nous avons mis en évidence I t inhibi t ion inportante de I tATpase K+

stimulée provoquée par Ie cadnium dans certaines conditions opératoires.

L'act iv i té ATPasique est st imulée à pH ' / r0 et inhibée à pH 6rJ lorsque son

act iv i té est opt imale. Dans ce dernier cas, I tenzyme est t rès sensible au

cadrnium si on considère que seul Ie cadmium fixé sur la fraction

plasnalemmique est act i f  et  que Ia toxici té ne doit  pas srest imer par la

concentrat ion de cadmium qui reste l ibre dans Ie mi l ieu. En tout état de

cause' l tATPase plasmalemnique est Ia première structure act ive al térée par 1e

cadmiurn et la fonction de cette enzJrme est suffisamnent importante pour

expliquer une partie de la toxicité du cadmium. Néanmoins, Ie plasmalemme

nrest pas une barr ière infranchissable, drautres structures cibles si tuées à

lr intér ieur de Ia ceIIuIe peuvent être touchées :  Ie noyau, la mitochondrie,

l e  c h l o r o p 1 a s t e . . .

La cel lule nroppose pas que des défenses passives vis-à-vis des toxiques

et  peut  déve lopper  des  mécan ismes de  dé fense,  face  à  l ragress ion .  L rexemple

drune réponse act ive à I t intoxicat ion cadmique est représenté par la synthèse

de métal lothionéines. Ces protéines, piège intracel lulaire du cadmium, f i - :cent

Ie métal  au niveau de leurs groupements thiols,  neutral isent sa toxici té et

assurent sa protect ion cel lulaire.  Dans le contexte de lrut i l isat ion des

algues dans l 'épurat ion des eff luents complexes, i l  serai t  intéressant

d t  étudier la synthèse de ces substances et les l imites de protect ion assurées

par ces métal lothionéines.
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ANNH(E I

RESTJME DES DIVERSES CORRECTTONS REALISEES

Les résultats bruts obtenus ont subi diverses correct ions portant sur les

points suivants :

comection due au volume résiduel de surnageant non é1iminé lors du

renversement du tube ( 6 I  )  restant au contact du cufot ou sur les parois du

tube (voir  détai ls en Annexe I I) .

correct ion due au cadmium résiduet après un seul lavage à 1'EDTA 10-4 M

(  e  z  e t  €  t2 )  (vo i r  dé ta i l s  en  Annexe I I I ) .

cor rec t ion  des  sér ies  (essa i  e t  témoin)  par  u t i l - i sa t ion  d tune ré fé rence

commune (voir  détai ls en Annexe IV).

Ces di f férentes correct ions 6 I  ,  €2 et € t  2 sont résurnées sur 1a f igure

37. La correction de volume résiduel ( e t ) intervient à deux niveaux puisque

sa non pr ise en compte entraîne une erreur par excès sur les déterminat ions de

I CO ] et  de I  Ca ]  .  La seconde correct ion, relat ive au cadmium résiduel,

i r r t"r$P"rrt  égalemerr$Bà d"r* endroi ts mais nrest pas affectée du mêàe'signe

selon Ie type de déterminat ion de cadmium considéré. Cette correct ion nrest

pas  ident ique se lon  que l ron  s radresse à  un  essa i  (  6  2 )  ou  à  un  témoin

(  € 1 2 ) .

A t i t re d'exemple, le tableau XLIV détai l le les di f férentes correct ions

ainsi  réal isées avec des résultats provenant drune expérimentat ion réal isée

avec une solut ion à I  mg Cd/I .



Culot + Cadmium en solution

Centr i fu gat ion

t________________L___
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---'t
I
I

v
Culot

I
I

; "t2
Surnageant

Cadmium restant en
solut ion

ilt= LCdl
S

4* - , t
EDTA 10 -M

I
I
I
I

Centni-fugation

I
I

Surnageant|  ùur-r rdgE4tr  L

I cadmium adsorbé
I

I
.?

Culot
mium abs

r -'l
= LCdJlei----:-f'uJoo

I
I
I
I

2"t" coRREcrroN

[calou - er[calou

- e ,LcaJfr

(______------i

* ou €l[cdJoo nour res témoins

Reste volune
résiduel

r 1
= €, LCdJ 

"

Reste Cadmium
non désorbé

er[caloo +

Cadmium absorbé

Reste volume
résiduel

e, [caloo

tè"" coRREcrroN

[calou - er[caloo

zè*" connEcrroN

fcalno - e ,[caJ.
* erfcaloo +

FTGURE 37 :  RÉsu t ' lÉ  DEs  DIFFÉRENTES CoRREcTIONS UTIL ISÉES.
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ANNEI(E II

CORRECÎION DUE AU VOLU{E RESIDUEL

1) Le volume résiduel a êtê évalué par pesée à l taide drune bafance METTLER

H51 (précision 0r01 mg) pour diverses concentrat ions de cadmium placées dans

les mêmes tubes que ceux ut i l isés pour les expérimentat ions. 10 ml de

solut ion cadmique sont placés dans ces tubes ne contenant pas dralgues. TeI

qurindiqué précédemment les tubes sont laissés 10 minutes à 20oC puis après

centr i fugat ion, Ie surnageant est é1iminé par reversement.  Immédiatement

après, 1e tube est pesé une première fois puis essuyé soigneusement pour être

à nouveau pesé. La di f férence entre ces deux pesées successives fourni t  Ie

po ids  dreau rés idue l .

{  concentrat ions di f férentes de cadmium ont été testées 2 par 2 à deux

jours di f férents. 7 tubes ont été réal isés pour chaque condit ion.

2) Les résultats sont rassemblés dans Ie tableau XLV

D a t e  d e  l t e s s a i Jour X Jour  Y

Concentrat ions

testées en )rg/I

10 100 1000 10000

Différence de

poids en mg

2,34

3 ,30

3 ,  31

3 ,66

3 ,91

4 ,34

4 ,64

2 '30
3 ,61

3 ,66

3 ,7  3

3 ,91

4 ,20

4 ,40

6r27

6 ,  80

6 ,94

7 , l I

8,7  3

9 ,47

9 ,68

3 ,9L

4ro4

5 ,40

7 116

7,50
8 ,74

9 ,70

Moyenne 3,64 3 ,69 7 ,86 6 ,64

Ecart-type o,76 0,68 | '40 2 r25

Tableau XLV: Détai ls des pesées des volumes

concentrat ions de cadmium et à

résiduels à di f férentes

2  jours  d i f fé ren ts .
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Lranalyse de ces résultats montre quri l  existe une nette di f férence

entre 1es résultats du Jour X et du Jour Y. Cette di f férence pourrai t  être due

aux concentrat ions de cad.mium qui sont di f férentes drun jour à l rautre, mais

plus vraisemblablement à la façon dréI iminer le surnageant ( le geste ut i l isé

pouvant légèrement var ier drun jour à l tautre).

J) Compte-tenu des résultats du tableau XLV, nous avons choisi  de prendre Ia

moyenne de  ces  4  g roupes de  données so i t  5146 !2 r3  ng .

Ltécart- type relat ivement fort  t rouvé srexpl iquant par le caractère empir ique

de 1tél iminat ion du surnaseant.

Ce poids correspond en fai t  à un volume résiduel de 5,44 ;r1 puisque

la densité du mi l ieu ol igo L.C. se révè1e être éga1e à 11003. I1 convient donc

de mult ipl ier les concentrat ions trouvées dans les surnageants par 5r 44.rc-4

pour obtenir  1a correct ion voulue (= 6 1).

Le calcu1 montre que pour des concentrat ions infér ieures à t8,38 ïg/ I '  cette

correct ion est négl igeable.

4\ 11 faut remarquer que- cette valeur moyenne nrest qurune est imation du

volume résiduel, car nous avons supposé que ce volume étant identique avec ou

sans algues. De ce fai t ,  nous avons négl igé l reau interst ic iel le qui adhère au

matér iel  biologique (NOERSEN et FAMM, 1983) et sans doute sous-est imé cette

cor rec t ion  en  présence dra lgues .  En e f fe t ,  i l -  n res t  pas  poss ib le  d téva luer  le

volume résiduel en présence dralgues du fai t  de la méthode employée.

Ceci étant,  la technique ut i l isée se caractér ise par un très faible

volume résiduel et surtout par aucune perte de matériel algal compte-tenu du

temps e t  de  Ia  v i tesse  de  cent r i fugat ion  u t i l i sée  ( fO minutes  à  2300 g) .

Comparat ivement,  les autres techniques drél iminat ion du surnageant

sont  tou t  auss i  empi r iques .  Par  exemple ,  l rasp i ra t ion  à  I 'a ide  drune p ipe t te

Pasteur ne garant i t  aucunement que le volume résiduel soi t  répét i t i f  et

surtout cette façon de faire génère des pertes de matér iel  algal  dont i l -  faut

ensu i te  ten i r  compte  (BATES e t  a I . ,  1982) .
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ANNEXE TII :

CORRECTION DUE AU CADMIIII.I RESIDUET APRES LITVAGE A LIEDTA.

(f)  16 quant i té de cad.mium résiduel le après lavage à I iEDTA 10-4 M a été

évaluée en dosant les concentrations de cadmium retrouvées au ler et au 2ème

lavage pour {  concentrat ions de cadmium (fO et lO0 Fg/I ,  1 et 10 ng/I) .

(Z) l ,es résultats bruts,  sans correct ion du volume résiduel,  sont rassemblés

dans le tableau XLVf.

I1 apparaît que les concentrations de cadmium retrouvées au second

lavage dans les essais sont,  en pourcentage, supérieures à cel les retrouvées

dans les témoins.

Les pourcentages sont, en moyenne, pour les essais inférieurs

pour 1es témoins infér ieurs à 0r75 %-

(3) l ,es données du tableau )tv l  ont été ajustées sur une droi te

fonc t ion  pu issance.  Cfes t  ce  dern ie r  type  dra jus tement  qu i  s res t

mei l leur dans les deux cas (essais et t  émoins).  Les fonct ions

obtenues ont été les suivantes i  '

à t , 5%e t

et sur une

révé1é le

moyennes

pour les essais I  y

pour les témoins i y

o,o1055  *  1 '0575

o,oo574 x  1 '0591
( r=

( r=

o,  9969)
0 ,9981)

Les droi tes dfajustement tracées en coordonnées log-tog sont quasiment

paral lèles ( f igure 38),  du fai t  que les deux exposants sont prat iquement

ident iques.

11 s 'avère donc que, comme lravait  la issé supposer les pourcentages

observés, Ies concentrat ions de cadmium résiduel les seront environ deux fois

plus fortes dans 1es essais que dans les témoins. Cette di f férence est

évidemment due à Ia présence des algues dans le cas de lressai,  ce qui modif ie

les équi l ibres après 10 minutes dr incubat ion.

Les  cor rec t ions  seron t  donc  d i f fé ren tes  se lon  que l ron  s tadresse à  un

essai (€ 
)  

ou à un témoin (  €;)  :  el les seront calculées selon les équat ions

fourn ies  c i -dessus .



_ 187

oo.riPoOmoÊ
l

III

m
l 

s
æ

 
O

l 
t.r) 

d
\O

 
6

l 
r\

^
 

O
l 

^
 

o
o

+
tl 

o
+

l

III
\O

 
\O

 
e

a
l 

tf) 
Ë

 
ô

I
:æ

o
't 

@
o

.N
^

l
\c) 

\c) 
d

l 
N

 
e

î 
Q

c.l 
c.l 

ôl 
i 

\O
 

rô 
\O

II

tlilllllro
l

\o
æ

N
i 

ô
lN

e
')|

rô
rO

æ
i 

S
^

O
. 

l
^l 

a
 

r-t 
6

l
F

l 
F

i 
F

{l 
æ

 
F

{ 
@

l
lltl

IItI
æ

 
o

. 
O

.i 
È

 
\o

 
o

ô
 

c
o

 
-{i 

d
 

d
6

l
ô

l 
d

 
ô

li 
c

î 
c

î 
c

')
II

III
N

N
N

i 
e

1
 

L
.)tr)

o
--/-c

}l-tN
N

^l
o

 
o

 
o

i 
o

 
o

 
o

II

tIII

HF
l

Xo-lpti

æ\oo'
ææoooo

OoO

IIII
\O

l
O

Iâ
l

o
l

+
r I

o

III
tr)l

o
 

o
l

\O
 

^l
^

 
O

l
o

 
+

tl

ao.

o
9

cg
!

O
+

J
L

>
o

o
o

9
-

9

IIII
s

o
râ

l
\O

 
\O

 
tô

l^l
o

 
o

 
o

lII

ooooJ
Oc
r

o
o

>
o

g
q

o
=

o
o

l!
È

o

odE
i

r-l

,doo)è0

F
lXoo.0

)trb0::L 
^

-c
)

o 
bI)

v
F

l

.t)o
a

.o
É

=
h

O
v

liP
tr

(l) 
.rl

tro
E

E
 

\c)
=

P

E
+

)
d

oo
,J)

o
o

)
É

a
bI)

O
ti

o.F
.l 

()

P
o

)
(€

>
tid
+

J
v

O
 

"-i
o

(c
ç1 

o
o

o
(, 

o)

ct. 
e1 

eo
rô

æ
æ

O
 

O
O

IIIII
O

.È
t'\l 

tô
È

æ
rô

 
N

 
\O

l 
\O

 
f\ 

\O
Â

l
o

 
o

 
o

l 
o

 
o

 
o

I

III
r\ 

o
. 

rô
l 

F
\ 

tô
 

o
F

l 
È

 
È

l 
e

a
 

Ë
 

rr)
â

l
O

 
O

 
O

i 
O

 
O

 
A

I

III
tô

 
æ

 
\o

l
O

 
O

 
O

Iâ
l

o
 

o
 

o
l

III

II
Ê

 
: 

F
{

l

o
 

o
 

o
l̂l

o
 

o
 

o
l

III

II
\o

l 
F

{
È

 
O

l 
\O

 
r-{

rn
 

^l 
ô

l
^

 o
i 

^
.e

È
+

l 
I 

F
i+

l
I

IIIIIII

III
O

 
rô

 
r'\i 

æ
 

\O
 

rô
rr) 

.+
 

tô
l 

ô
I 

e
î 

È
^

l
F

{ 
F

{ 
Ê

l 
F

a
 

È
 

È

II

I
F

.@
o

. 
I

O
.N

 
N

I^
l

F
{

 
F

{
 

F
{

l

III
O

\O
e

.)
ld

e
O

N
\O

 
e

1
 

æ
l 

ô
l 

\O
 

e
î

à
l

æ
 

o
 

o
.i 

N
 

N
 

tô
cn

 
e

î 
c,)l 

É
 

cî 
o

.
F

{ 
F

{ 
d

l 
ô

l 
ô

l 
ô

l

É.rtoa
G

)

E
-

o. 
e')

sf^
c

)
d

+
l

E
+

IOF;,dq)bI)
(ddÈ

I
ra) |
O

I^
l

o
l

+
tl

IIII
\o

o
tr)l

o
. 

o
 

o
l̂l

O
 

È
 

F
{l

oO

oo

o
9

cC
P

o
+

g
>

o
G

o
o

-
9

zE
r

trzEHt,lXF
l

t-l

Ê7-l

Ê
"

>
r

F
{

IIIII

@
\oLooo

IIIIlid
 

I
rÉ

r
INI

oooPcot)L5oè

r>t*tlIOI 
t-{

It<Iti
tÊItq
l-IF

{rtËo)bI)
(d.!

F
l

dootrl

II
\o

 
Ë

 
rô

l
=

f 
rô 

cî 
|

â
l

N
 

o
. 

o
.l

ô
! 

F
{ 

F
{l

I

oo,
æ

 
t-{

o
o

N
ô

I

Itil
lo

)l

III

o.
æoaa

o
,t

É
c

)
a

o
o 

,r,
E

 
.F

{
O

F
I

'ri 
d

P
 

ro
)

'lc 
r<

D
É

tr5
O

 
.'.{

!lE

9
d

()o



CADMIUI. {  RETROUVE

DU 2ene  LAvAcE (

-  . 188  -

DAI{S LE SURNAGEANT

tr*/r ) -

E S S A I S t

ts rnuorns

CADMIUM REÎROUVE DANS

DU 1" "  LâvAGn (  ye / t

CORRELAÎTON ENTRE LES COT{CENIRATIONS DE CADT' I IT ' I I
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(4) tes concentrat ions observées au 2ème lavage auraient pu stexpl iquer par le

volume résiduel de solut ion dtEDTA après él iminat ion, s i  les deux correct ions

avaient été du même ordre de grandeur. 0r, Ia correction du volume résiduel

est plus de dix fois infér ieure puisqutel le ne représente que OrO544 %.

Afin de simpl i f ier Ie protocole déjà impoqant,  nous nous sommes

contentés dtun seul lavage et nousen avons tenu compte par Ie ca1cul des

quant i tés non désorbées.

Draprès  Ia  f igure  J8 ,  en  deçà drune cer ta ine  concent ra t ion  i I  n ty  a  p lus

de correct ion nécessaire. Ces concentrat ions sont pour les essais et les

ténoins respect ivement égaIes à Or96 et 1r69 pg Cd/I .
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ANNEXE IV

CORRECÎION DES SRIES ESSAI ET TEI-{OIN

PAR UTILISATION DIIINE REFM,ts{CE COMMTINE.

Pour chaque série,  nous obtenons J résultats corr igés :

-  l -ca  I
S.

-  [ca]
- A D

-  L C d  J
AB

La somme de ces concentrations doit normalement fournir Ia concentration

de cadmium introduit au départ compte-tenu que nous sommes restés dans Ie même

volume (10 ml) et  dans Ie même tube. 0r,  chaque résultat  sraccompagne dtune

erreur et Ia somrnat ion de ces trois résultats entraîne Ia sommation des

erreurs. I l -  nrest donc pas surprenant que les sommes des J résultats essais et

des 3 résultats témoins soient di f férentes. Nous avons donc choisi  de corr iger

ces résultats et de les nor:nal iser par rapport  à la base 100 const i tuée à

chaque fois par Ia somme correspondante des 3 résultats obtenus. Ce faisant,

nous est imons çIue lrerreur peut provenir  aussi  bien de Irune des 3

déterminat ions analyt iques effectuées et qut i l  est préférable dr imputer

indi f féremment cette erreur à ces 3 données.
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ANNT:XE v :

DETAIL DE CALCUL DES INCRTITUDES CONCERNATIT LE CADIfIITM ADSoRBE ET ABSORBE

(Dans le cas dtune addit ion drune solution à 1ng CdÆ).

(  t  )  l ,e ca1cul des var iances des di f férents résultats intermédiaires repose sur

les fai ts suivants :

a -  La var iance de Ia distr ibut ion dtune sornme (X) ae deux var iables

indépendantes yA et yB est égale à : Ia somme des variances de chaque

populat ion (BOX et aI. ,  t978).

Var  (X)  =  VAR (yA +  YB)  =  Var  (yA)  +  Var  (yB)

b -  De la même façon, la var iance de la distr ibut ion drune di f férence

(X) de deux var iables indépendantes yA et yn est égale à la somme des

variances de chaque populat ion (nOX et aI . ,  1978)-

Var (X) = Var (yA - YB) = Var (yA) + Var (yB)

c -  La var iance de la distr ibut ion drun produit  drune variable par un

facteur constant est égal au produit  du carré du facteur par Ia var iance de Ia

populat ion.

Var  (aX)  =  a l  Var  (X)

d -  La var iance de l-a distr ibut ion drune variable éIevée à la puissance

drun terme constant a été assimi lé au cas précédent,  soi t  :

V a r  ( X n  )  =  V a r  ( a r X )  =  a ' 2  V a r  ( X )

ce  qu i  nécess i té  de  ca lcu le r  a rpour  tou t  X  fourn i  e t  ce  qu i  s ign i f ie  que dans

ce cas, Ia var iat ion de 1a moyenne X nrest plus proport ionnel le à cel le de

I t é c a r t - t y p e .
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Moyennes nornalisées

Ecart-types

c.v.  (%)

Variances

rabreau xtvrr' 
:ï;:::"r""',"i1;:::":"::"ï::::::":::
effectuées (pour une concentrat ions de

C.V. = coeff ic ient de var iat ion

de variat ion calculés des

6 déterminat ions analyt iques

cadmium introduite de I  nS/I) .

Déterninations analytiques (pg/f )

t é n o i ne s s a t -

2,68

0,1905

7 r l

0,0363

o146

0,0400

817

0,o016

O '44

oro4oo

9 r l

or0016

4,42

0,3602

8 1 1

o,1297

L129,62

44,24

3 1 9

86r ,83

4L,Or73

418

1682,4172

L43,17

22,6863

15 ,8

5r4,6696

Moyennes brutes

&art-types

c.v.  (%)

Variances

2r08

orr92l

9 1 2

0,0369

2 '33

o,48og

or23t3

Moyennes corrigées I

Ecart-trpes | ,u"t

c.v.  (%)

Variances

LM,7 I

22,6889

\5 ,7

5t4,7876

854,25 | t43,44 lzr3r I ggl,77

40,6567 | 22,4891 | 0,4768

4,8 |  tS,Z lzo,6 |  3,9

652,9636 | 505, Z5gO o,2273 | 1527,1677
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2) ]atexemple choisi correspond à une expérience au cours de laquelle une

concentrat ion de 1 mg Cd/l  a été introduite dans les tubes. Les var iances de

ces résultats bruts ( tableau XLVII)  const i tuent un cas représentat i f  des

autres expériences réa1isées, si  ce nrest la valeur éIevée de 1a var iance

relat ive à [  CdOO] essai conduisant à un coeff ic ient de var iat ion de lJ,8

/" .  En effet ,  1î"  coeff ic ients de var iat ions des résultats bruts sont

généralement inférieurs à tO % (Tab1eau xLvII) '

Les var iances des moyennes brutes, corr igées puis normal isées dans le

cas de lrexpérience ic i  développée, sont rassemblées dans le tableau XLVII ,

avec 1es moyennes, écarts-types et coeff ic ients de var iat ion correspondants.

Deux remarques peuvent être fai tes au sujet de ce tableau :  tout dtabord

la seule variance qui augmente fortement est cel1e correspondant à t Cdln

de I 'essa i .  Cec i  es t  dû  au  te rme cor rec t i f  (c f .  Annexe I I I )

(o ,o to55.  r43,17 r '0575)

qui se caractérise par une variance éIevée par rapport à la variance de Ia

moyenne brute . Iâ, deuxième remarque porte sur 1e fait que la diminution des

variances des moyennes normal isées des témoins est plus é1evée que cel le des

essais compte-tenu que Ie facteur mult ip l icat i f  est di f férent :  0r9825 dans le

cas  des  essa is  1  OrJ8O2 dans  le  cas  des  témoins '

(3) Le détai l  des calcul-s des quant i tés de cadmium adsorbé et absorbé et de

leurs var iances respect ives est donné par Ie tableau XLVII I  (où Ie poids de

matière sèche est assimi lé à une constante) '

(4) La quant i té calculée se caractér ise ainsi  par 1es écarts-types et

coefficients, de variation suivants :

t  Ca 1 adsorbé = 22,10 I  J ,J1 nmoles Cd/mg P'S '

C .V .  =  15 ,9  %

Ica]

Ico]

absorbé =  Or30 l

C . Y .  =  2 4 , 9

biosorbé = 22140

C . V .  =  1 5 , 7

0 ,07  nmoles  Cd/mg P.S.

ol
lo

Le coeff ic ient de var iat ion relat i f

élevé que celui comespondant au cadmium

coef f i c ien t  de  var ia t ion  de  I  Ca ]  de

de 20 %, ce qui est dû {R, t" t*"

rés idue l  (c f .  $  (Z)  c i -aessus) -

J , J l  n m o l e s  C d / m g  P . S .

au cadmium absorbé aPParaît PIus

adsorbé car l-e calcul montre que 1e

I 'essa i  normal isé  a t te in t  dé jà  p lus

correct i f  correspondant au cadmium

I
6/
fo
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ANNETE VI

SNSIBILITE ET REPRODUCTIBILITE

DES DETERI.{INATIONS ANALYTIQUES DU CADMITI}I.

( f )  m spectrophotométr ie dtabsorpt ion atomique avec four permet dtobtenir  une

grande sensibi l i té,  pr incipal avantage de cette méthode. La l imite de

détect ion du cadmium est de 0,1 ng/ml,  (pnnny et al- .  1975).  Des valeurs aussi

basses sont obtenues en ut i l isant l ropérat ion GAZ-STOP : pendant les quelques

secondes de  la  phase dra tomisa t ion ,  1e  courant  d rargon es t  a r rê té ,  ce  qu i

favorise Ia stabilisation de 1a vapeur atomique dans le faisceau lumineux, en

augmentant le nombre dratomes suscept ibles drêtre exci tés t  I tabsorbance

mesurée est donc plus grande et la sensibi l i té mei l leure. Le système

drinject ion âutomatique, AS 1, a permis dtobtenir  une reproduct ibi l - i té très

sat isfaisante des pics drabsorpt ion. La f igure J!  présente les di f férents pics

drun enregistrement direct de di f férents étalons à 1 2S Cd/1 en solut ion dans

du mi l ieu  o l ieo  L .C.

La f igure 40 représente l renregistrement drune garune drétalonnage

montante entre 0 et Z ySh, ainsi  que Ie graphe correspondant (oir  les

écarts-types nront pas été portés puisqut i l  y a seulenent deux répét i t i t ions

par éta1on).  Pour Ia préparat ion de la gamme, les solut ions di luées sont

préparées extemporairement dans des tubes en polypropylène (f'ngO EXPRESS

SERVICE TC 1,5) de tel l -e sorte que les erreurs dues à l radsorpt ion et à Ia

contaminat ion soient minimisées (SpERLING et aL, 1977).

Dans fa prat ique'

régression l inéaire des

montantes et descendantes

les concentrat ions de cadmium sont déterminées après

hauteurs de pics moyennes fournies par les gammes

analysées au début et à Ia f in de chaque série '

La répétabi l i té du dosage du cadmium dans des essais en solut ion dans le

mir ieu or igo L.C.,  ou dans le mélange mil ieu ol igo L.c.  -  EDTA 10-4 M, ou

encore dans des essais ninéral isés, est fourni  dans le tableau XLIX pour

quelques échant i l Ions.
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Fre. 39 : nÉpÉresr l r rÉ DU DoSAGE
SOLUTION DANS DU MIL IEU

D,UNE SOLUTION

oLrGo L,C.
DE 1 lru Colt EN

0
l - -
I

I

t ' - -

q0 : Et't
0
Tn

RE

ET
AC

NT D,UN

DANS DU

DRO I TE

I

ME

L
A

G I  STRE

2 S:e/
ÉDEL

E GAMME o 'É t luo t lNAcE MoNTANTE ENTRE

MILTEU oLrco L.C,  (À GRucne),
o 'ÉtAtot ' tNAGE coRREspoNDANTE (À ono t  te )  ,

F IG.
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movenne écart-type c.v.  (%)

Echantillons

dans Ie

mj-I ieu ol igo L.C.

7,67 0r  18 2 1 4

7 t , 11 0 r  51 o17

86r ,83 41,02 4 rB

LO9O6,67 423,95 3,9

EchantilLons

dans le milieu

oligo L.C. + EDTA

3,88 0 r  1 6 4 'o

28,54 0,98 3 1 4

t43,r7 22,69 15 ,8

213,9O 13,  91 6;s

Echantillons

rninéralisés

(rnor.ro F")

O,47 0r  03 6 rg

0' 90 0 r  1 0 1 1 ,  1

2r33 0 r  1 8 7,7

4 ,42 0 ,36 8 r l

Tableau XLIX : Répétabilité des dosages de cadniun dans différentes conditions

de milieu et pour différentes concentrations. (n 
> 3).
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Ces résultats montrent que les dosages du cadmium en solut ion dans le

mil ieu ol igo L.C. se caractér isent par des coeff ic ients de var iat ion

infér ieurs à 5 %, tandis que pour des échant i l lons en présence d'EDTA 10-4 M

ou minéral isés les coeff ic ients de var iat ion sont plus éIevés tout en restant

généralement infér ieurs à lO %.

Les coeff ic ients de var iat ion observés pour les échant i l lons en présence

de mil ieu ol igo L.C. comespondent à celui  observé (2r8 %) par GUILLAUMIN

(197D sur un échant i l lon d'eaux naturel- les répété 10 fois.

En ce qui concerne Ies coefficients de variation correspondant aux

échant i l lons minéral isés, i ls sont du même ordre de grandeur que ceux calculés

par BRIX et al .  (1983) sur des minéral isats dralgues prélevés dans 1es mi l ieux

nature ls  e t  qu i  von t  de  611 à  9r7  %.
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ANNEXE no VfI

REPRODUCTIBILITE DES GAMMES D'ETALONNAGE

POUR LE DOSAGE DU PHOSPHORE TNORGANIQUE.

Tab leau L :  I ' té thodo log ie  e t  résu l ta ts  de  8  gammes d 'é ta lonnage reprodu i tes

à  d e s  j o u r s  d i f f é r e n t s -

Ns des tubes 0 I 2 J 4 5

Solution de KHTP0O
0,4  ml t  (en  l r1 ) -

0 200 400 6oo 8oo 1000

HrO (en pI) 1000 800 600 400 200 0

Quanti tés de Pi
introduite dans
Ies tubes (;rmoles

0 0r  08 0 r  1 6 0 ,24 0 '32 0 '40

Numéro des sér ies

réa l i sées

232

244

262

242

267

?40

239

246

472

496

503

506

494

475

49r

479

718

745

t ) )

747

t J )

726

729

l J +

945

988

1000

1014

1010

971

982

976

t2o7

t240

1250

1264

1230

L2L7

LrgT

12 50

Movenne x 246,50 469, 50 73ô ,13 985 ,88 1231  . 88

Ecart type r 11  , 93 12 .30 12 .  19 22,36 z J r J )

Coefficient de
variation =

4 1 8 2 .6 l r 7 2 r3 l ' 9
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REPRODUCTIBILTTE DES GAJ'{MES D'DTALONNAGE

P0uR LE DOSAGE DES PROTETNES (n = 26').

Tableau LI : Méthodologie et résultats de 26 gannes dtétalonnage reproduites

à des jours di f férents.

No des tubes 0 I 2 3 4 5

Solution de BSA

à 30 neÆ (en pl)
0 200 400 600 8oo 1000

Eau distil lée

(en ,pL l )
1000 8oo 600 400 200 0

Bleu de Coomassie

(en  2ù)

5 5 5 5 5 5

Quantité de protéines

introduite dans

Ie tube (en rs)

0 6 t 2 l 8 24: 30

Moyenne
91 ,48 L70,77 244,41 306,72 372,62

Ecart-type 13,70 15,56 20,82 18 '49 2 t ,68

Coefficient de

variation
/ 15 '  0 9 ' 1 8 r5 6 ro 5 1 8
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