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RESUME

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique de pointe qui permet
d’étudier les interactions membranaires. Compte tenu de la complexité des
membranes biologiques, les interactions sont étudiées sur des membranes modéles de
composition plus simple, soient des bicouches (bicelles, vésicules multi lamellaires).
Cependant, pour déterminer les effets des contaminants sur les constituants
membranaires, il est avantageux de réaliser des études in vivo sur des microalgues
unicellulaires. Afin d’étudier les effets toxiques induits par les nanoparticules d'argent
de 50 nm (AgNPs) et d’oxyde de titane de 21 nm (TiO,NPs), des microalgues d'eau
douce Chlamydomonas reinhardtii de types, sauvage (WT-avec paroi cellulaire) et
mutant (CW15-sans paroi cellulaire) ont été exposées a différentes concentrations de
nanoparticules allant de 0 a 10 mg/L pendant 72 h. Ensuite, les mesures de la
viabilité cellulaire, de la formation d’espéces réactives de l'oxygéne (ROS) et de la
fluorescence transitoire O-J-I-P ont été étudiées pour €valuer et confirmer les effets
toxiques d’ AgNPs et TiO,NPs. Nos résultats ont montré que les NPs étaient capables
d'interagir directement avec la paroi cellulaire de Chlamydomonas reinhardtii et de
gros agrégats ont été observés. Les NPs ont montré un effet négatif sur les algues, qui
se manifeste par une forte diminution de la teneur en chlorophylle et de la viabilité
cellulaire, et par 1’augmentation des ROS. Vu que les effets de toxicité des deux
souches vis a vis des NPs ont été observés, notre deuxiéme objectif était d’enrichir les
microalgues au *C afin d’étudier leur effet sur tous les constituants cellulaire. Pour
ce faire, nous avons réalisé¢ des exPériences de 1D (DP-MAS) et des mesures du
temps de relaxation T; en RMN du 3C a I’état solide. Les spectres obtenus nous ont
permis de conclure que les nanoparticules d’Ag et TiO; ont eu un effet sur la mobilité
dynamique des protéines au niveau de la paroi cellulaire sur les algues aquatiques et
ces modifications pourraient avoir de graves conséquences sur la structure et la
fonction des communautés végétales aquatiques.

MOTS-CLES : Chlamydomonas reinhardtii, nanoparticules, cytotoxicité, RMN.



CHAPITRE I

INTRODUDCTION GENERALE

1.1 Introduction

Les microalgues, ou phytoplancton, sont des organismes qui sont a la base de la chaine
alimentaire marine. Elles jouent le role de sentinelles & 1'égard des perturbations de la
microflore et des organismes supérieurs. Dans 1’environnement marin, les microalgues
constituent donc une cible essentielle pour évaluer 1’impact des polluants dans
I’écosystéme (Baun et al., 2008). Dans leur milieu de vie, les microalgues sont
soumises & de nombreuses interactions avec des molécules bioactives environnantes ou
des contaminants provenant des activités humaines, comme plusieurs nanoparticules
(NPs). L’oxyde de titane (TiO,) et les nanoparticules d'argent sont employés dans de
nombreux procédés industriels, et ’impact des rejets sur 1’environnement aquatique
inquiéte les agences environnementales et sanitaires a travers le monde (Blinova ef al.,
2010; Hara et al., 2011; Lundqvist et al., 2011). En effet, les contaminants peuvent
perturber la membrane cellulaire et la traverser pour s’y accumuler, les microalgues
agissant ainsi comme vecteurs de contaminants pour les organismes supérieurs. Les
interactions moléculaires des polluants dans les parois cellulaires des microalgues
démontrent leur réle dans le transfert de contaminants a l'intérieur des cellules

(Lundqvist et al., 2011).

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique de pointe qui permet

d’étudier les interactions membranaires. Compte tenu de la complexité des membranes



biologiques, les interactions sont étudiées sur des membranes modéles de composition
plus simple, soit des bicouches (bicelles, vésicules multilamellaires) faites d’une ou de
plusieurs phospholipides. Cependant, afin de tenir compte du rble de tous les
constituants membranaires dans I’interaction de contaminants, il est préférable de
réaliser les études in vivo sur des microalgues unicellulaires. L’analyse en RMN du C
est en mesure de rendre compte des perturbations subies par les constituants des
microalgues en présence des contaminants, comme les nanoparticules d’oxyde de

titane (TiO,) et d'argent.

1.2 Nanoparticules

Les nanoparticules (Poole et Owens, 2003; Schulte et Salamanca-Buentello, 2007) sont
définies comme des composés formés par des atomes ou des molécules de taille
variable, entre 1-100 nm. En 2008, 1’étude réalisée sur diverses formes de
nanoparticules par Nagarajan (Nagarajan, 2008) réveéle que les nanoparticules ont
différentes morphologies. De plus, elles sont généralement synthétisées avec des
modifications de surface spécifiques pour répondre aux besoins des différentes
applications (Oberdorster, 2005). La Figure 1.1 montre la différence observée a
l'échelle nanométrique entre un échantillon de nanoparticule d’Ag et les microalgues

Chlamydomonas reinhardltii.
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Figure 1.1  Comparaison de tailles entre les structures & 1'échelle nanométrique et
micrométrique. Adaptée de Gu et al., (2006) avec permission de I’auteur.

En raison de leur taille et de leur surface, les NPs peuvent avoir des propriétés
particuliéres par rapport a leur forme et a leur masse (Gu et al., 2006). Par exemple, les
propriétés physiques, chimiques et biologiques se comportent différemment dans la
nano-échelle grice a une grande surface par rapport a la masse. Cela implique que
l'atome est situé non loin de l'interface et fait donc 'objet d'une plus grande interaction

avec le monde extérieur, ce qui le rend plus réactif (Farre er al., 2009).
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Domingos et al., 2009; Drobne, 2007; Grassian et al., 2008; Hara et al., 2011; Klaine
et al., 2008; Lundqvist et al., 2011; Mazzola, 2003).

La nanotechnologie est une science qui a connu une avancée spectaculaire dans
plusieurs domaines, comme la production d’énergie, le textile, la thérapeutique,

automobile et I’exploitation miniére (Figure 1.2) (Blinova er al., 2010; Chen et



Schluesener, 2008; Domingos et al., 2009; Grassian et al., 2008; Hara et al., 2011;
Klaine et al., 2008; Lundqvist et al., 2011; Mazzola, 2003). Dans les derniéres années,
plusieurs études ont été effectuées pour évaluer les risques liés a l'utilisation des
produits de la nanotechnologie, particuliérement dans les systémes biologiques. En
2002, Gatti et Rivasi ont réalis€ des études sur I’impact des nanoparticules
inorganiques sur les tissus humains des reins et du foie. Ces auteurs ont inventé le
terme « nano-pathologie » et ont montré que ces particules d’origine exogene sont liées
a des granulomes dans les tissus étudiés (Gatti et Rivasi, 2002). Les connaissances sur
les effets de la toxicité des nanoparticules sont trés limitées et presque inexistantes
chez les animaux aquatiques. En outre, on sait peu de choses sur I'absorption des
nanoparticules par les systemes biologiques qui est facilitée par les voies cavéolaires et
d'endocytose vers I’intérieur des cellules (Panyam et al., 2003; Pelkmans et Helenius,
2002).

La taille des particules en soi peut €tre décisive dans la toxicité directe. La
biodégradabilité, quant a elle, peut étre un autre facteur qui influe directement sur les
effets biologiques nocifs (Brown et al., 2001; Hoet et al.,, 2004). L'absorption de
nanoparticules par inhalation ou par ingestion semble €étre les principales voies d'entrée
de ces molécules dans les organismes terrestres (Bridges et Zalups, 2005). Toutefois,
pour les animaux aquatiques, il semble y avoir d'autres voies d'entrée, comme
l'absorption directe par les branchies et la surface de I'épithélium. Au niveau cellulaire,
la plupart des internalisations se produisent par l'endocytose ou la surface cellulaire
impliquant les «radeaux lipidiques» associ€s a des cavéoles évite la dégradation du

matériau internalisé par les endosomes/lysosomes (Panyam et al., 2003).

Les nanoparticules ont une grande surface spécifique et les organismes aquatiques ont
une affinité élevée avec les métaux et les composés chimiques organiques tels que les
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), augmentant la toxicité de ces
contaminants (Cheung et al., 2001). Cette surface peut conduire a la formation directe

de radicaux oxygénés réactifs qui peuvent endommager les structures telles que des



molécules d'ADN, les protéines et les membranes cellulaires (Brown et al., 2001). En
outre, les nanoparticules pourraient pénétrer facilement dans les cellules, fournissant
des itinéraires d'entrée pour d’autre polluants liés aux nanoparticules et facilitant ainsi
l'accés a des endroits ou ils ne sont généralement pas retrouvés (Berry et al., 2004;
Panyam et al., 2003). Par conséquent, les études de risques impliquant des
nanoparticules ne doivent pas se concentrer uniquement sur la toxicité intrinséque des
NPs, mais doivent également tenir compte des interactions possibles avec des polluants

déja présents dans I'environnement, comme le démontre la Figure 1.3 (Baun et al.,

2008).
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Les déchets industriels, a I’exemple des eaux usées, ont tendance a atteindre facilement
les plans d'eau. Ces rejets non ou mal traités sont a 1’origine de la pollution des eaux et
représentent un vecteur potentiel de nanoparticules dans les milieux aquatiques (Baun
et al., 2008). Les procaryotes, telles que les bactéries, sont moins affectés par ces
polluants, car ils peuvent étre mieux protégés contre l'entrée de différents types de
nanomatériaux, en raison de I'absence du mécanisme de transport supramoléculaire
(Klaine et al., 2008). Cependant, la situation est treés différente pour les organismes
eucaryotes, comme les microalgues vertes, car ils ont des processus cellulaires
hautement spécialisé€s d'internalisation des particules a 1'échelle nanométrique (100 nm
ou moins) et micrométrique (0,1 um — 100 pm) par endocytose et phagocytose,
respectivement (Na et al., 2003; Panyam ef al., 2003; Pelkmans et Helenius, 2002).

Les nanoparticules peuvent étre divisées en deux catégories: les nanoparticules
naturelles et les nanoparticules synthétiques. Ces derniéres sont développées dans les
laboratoires avec des propriétés trés spécifiques. Le Tableau 1.1 ci-dessous permet de
comparer les nanoparticules naturelles et les nanoparticules synthétiques en fonction
de la taille, de I'état d'agrégation, de la composition chimique et de la toxicité
(Oberdorster, 2005).

Tableau 1.1 Caractéristiques des nanoparticules

<100 nm <100 nm
Distribution de taille Polydispersée monodispersée
Agrégation lorsque générée Oui Non
Composition chimique Variable a bien définie Bien définie
Importance toxique Petite taille, surface, Petite taille, surface,
composition chimique composition chimique

Pour Christian et al. (2008), deux types de nanoparticules possédent une grande

pertinence environnementale: les nanoparticules inorganiques et les nanoparticules



organiques. Parmi les nanoparticules inorganiques, on distingue, par exemple, le nano-
or, le nano-cuivre, le nano-argent, les oxydes métalliques tels que le nano-oxyde de
cuivre, le dioxyde de titane et les points quantiques. Quant aux nanoparticules

organiques, les plus classiques sont les nanotubes de carbone et fullerénes (Csg et Cr).

En raison de cette utilisation accrue, les études toxicologiques sont trés importantes
pour évaluer les effets des nanoparticules en contact avec I'environnement ou avec des
organismes vivants. Les NPs peuvent étre trouvées sous la forme libre (nanoparticules
primaires), collées, et méme en agrégats qui peuvent affecter directement la toxicité
(Farre et al., 2009). Ces processus d’agglomération, d'agrégation de fonctionnalisation
de surfaces par les différentes molécules présentes dans le milieu tels que les acides
humiques et sulfiques représentent un processus dynamique, comme illustré la Figure
1.4. Dans ces processus une NP primaire peut subir un processus d'agglomération et de
désagglomération en raison de facteurs tels que le pH et la présence de dispersants. Les
NPs fonctionnalisées, lorsqu'elles sont en contact avec I'environnement général (eau,
sol et air) ou en contact avec des organismes vivants, subissent un effet de choc sur
leurs surfaces, & travers des facteurs environnementaux (pH, salinité, composés
chimiques organiques et inorganiques, etc.) qui les transforment en NP primaires et

accroissent ainsi leur pouvoir toxique (Farre et al., 2009).
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Figure 1.4 Comportement des nanoparticules dans 1’environnement, adapté de
Farre et al. (2009).

De nombreux facteurs influencent la toxicité des NPs vis-a-vis des organismes exposés
a des milieux naturels. On note, entre autres, la biodisponibilité (la concentration) des
nanoparticules, leur capacité a subir une auto agrégation, le pH du milieu environnent,
la solubilité et enfin I’interaction ionique entre les nanoparticules, des matiéres
organiques et des colloides naturels (Oukarroum et al., 2013). D'autres études ont
montré que la taille des nanoparticules est cruciale pour leur internalisation et, par
conséquent, la toxicité sera liée a cette caractéristique (Carlson et al., 2008; Fujiwara et
al., 2008; Limbach et al., 2005).
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1.3  Nanoparticules d’argent et d’oxyde de titane

Les nanoparticules peuvent étre développées a partir d'une grande quantité d'éléments
chimiques dont les plus courants sont des métaux, des oxydes métalliques, des
silicates, des céramiques non oxydées, des polyméres, des produits organiques, du
carbone et des biomolécules. Les NPs se distinguent par une grande surface spécifique
par rapport aux particules micrométriques et sont donc plus réactives en raison de la
charge de transport. Cette propriété les rend trés bénéfiques pour les différents secteurs
d'applications commerciales, médicales, militaires et environnementales, surtout les

oxydes métalliques (Drobne, 2007).

Les nanoparticules d'oxyde de métal sont fabriquées sur une grande échelle pour usage
industriel et domestique (matériel électronique, les textiles, les cosmétiques, etc.) avec
une augmentation prévue dans ses applications. Les oxydes de métaux de transition
sont une classe importante de semi-conducteurs magnétiques. Lorsque ces oxydes sont
présents dans des couches électroniques lors de la conversion de 1’énergie solaire, la
surface peut avoir une profonde influence sur les propriétés catalytiques parce que

cette activité est liée a I'état d'oxydation (Popov et al., 2009).

1.3.1 Oxyde de titane

L’oxyde de titane (TiO,) est un oxyde de métal, semi-conducteur, trouvé sous formes
allotropique, brookite, anatase et rutile. Les formes cristallines anatase et rutile (Figure
1.5) sont les plus utilisées et les plus commercialisées comme pigment blanc dans la
composition de peintures, de fibres synthétiques, de plastiques, de papier, de verre, de
céramique, etc. (Gupta et Tripathi, 2011). Le TiO a été appliqué dans de nombreux

domaines tels que la production de cosmétiques, de peintures, de matériel électronique



ainsi que dans la production d'électricité, la construction de cellules solaires photo-
électrochimiques (Tachan et al., 2013) et dans le domaine de I'environnement (Farre et

al., 2009).

A B

Figure 1.5  Les formes géométriques cristallines de TiO, A) anatase B) rutile,
adapté de Lafont, (2009).

Notamment a cause de sa large utilisation comme semi-conducteur dans l'industrie de
la peinture et des cosmétiques, le TiO, a une grande possibilité de toucher I'homme
(Lafont, 2009). Ainsi, au cours des derni¢res années, plusieurs études ont été menées
sur ses effets toxicologiques, impliquant principalement les voies respiratoires
(Grassian et al., 2008; Sayes et Warheit, 2008) ainsi que des études éco-toxicologiques

utilisant des organismes aquatiques (Wiench et al., 2009).

Grace a des processus d'oxydation avancés (POA) (Fenoll ef al., 2014) les NPs de TiO,
(TiO,NPs) sont appliquées a la décontamination de l'environnement, principalement
dans le traitement de I'eau et de dans son assainissement. Elles sont également utilisées
pour la dégradation photo-catalytique de nutriments et dans la purification de l'air. Les
TiO,NPs modifiées (dopées avec d'autres éléments, par exemple, le soufre et 1’azote)
peuvent également étre utilisées dans la construction de capteurs et de diodes

électroluminescentes (LEDs) (Elliott et Zhang, 2001; Raillard et al., 2004).

L'application du TiO, dans le domaine de I'environnement pour la désinfection de I'air
ou de l'eau dépend de la génération d'espéces réactives de l'oxygene (ROS), dans le
processus photo-catalytique, tel que les radicaux hydroxyles (OH), le super-oxyde

('0y), et le peroxyde d'hydrogéne (H20,) (Elliott et Zhang, 2001; Raillard et al., 2004).
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Parmi les radicaux générés dans le processus photocatalytique de TiO,, les radicaux
"OH sont ceux qui ont un plus grand pouvoir oxydant, en raison de leur potentiel redox
élevé (2,80 V). Ce radical est principalement responsable de la dimérisation de ' ADN
des cellules de microorganismes tels que des bactéries et des virus. En effet, le radical
désactive les fonctions vitales du microorganisme, ce qui peut également conduire a sa
minéralisation compléte. Cette minéralisation se produit aussi sous les processus de
photo-catalyse pour la destruction des composés organiques dans l'eau (Elliott et
Zhang, 2001; Raillard et al., 2004).

La compréhension du mécanisme de génération ROS est d'une importance
fondamentale dans la compréhension des études impliquant la désinfection photo-
catalytique. Les détails de ce mécanisme ont été abordés en 2004 dans les travaux de
Cho et al. (Cho et al., 2004). IIs ont étudié la corrélation de 1'inactivation de la bactérie
E. coli avec la concentration du radical ‘OH, généré par ce processus photo-catalytique.
De ces résultats découle, clairement que, pour les études éco-toxicologiques dans le
cadre de notre projet, les propriétés photo-catalytiques de TiO, doivent étre prises
également en compte, car les effets sur I’environnement aquatique peuvent étre

multipliés par cette propriété.

1.3.2 Nanoparticules d’argent

Parmi les différents types de nanoparticules déja développées par la science, il y a les
nanoparticules d'argent (AgNPs) qui, en raison de leurs propri€tés antimicrobiennes,
sont utilisées dans divers produits. Les applications typiques de ces nanoparticules
comprennent les doublures de vétements et les textiles, les appareils médicaux, la
conservation des aliments, les cosmétiques, les crémes solaires, la lessive pour les

vétements (Jung et al., 2007), les pansements et les bandages (Arora et al., 2008), les
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filtres pour le traitement de 1’eau (Li et al., 2008), les capteurs (Schrand e al., 2008) et

les produits pharmaceutiques (Chen et Schluesener, 2008).

Certaines études suggérent que les nanoparticules d'argent ont non seulement une
action antimicrobienne, mais aussi des propriétés, cytotoxiques (Braydich-Stolle ef al.,
2005) qui pourraient induire la formation de ROS dans les cellules (Oukarroum et al.,
2013). Ainsi donc, de nombreux produits comme les détergents, des articles de toilette
et de soins personnels au cours de leur synthése ou de leur utilisation, que ce soit a
I’échelle industrielle ou domestique, produisent une libération de nanoparticules qui se
retrouvent dans les égouts. Ces eaux usées non traitées affecteront 1’écosystéme

aquatique et par conséquent les microorganismes.

Au cours des derniéres années, les nanoparticules d'argent sont devenues un sujet de
grande préoccupation en ce qui concerne la toxicologie aquatique (Farre et al., 2009),
car il est difficile de suivre ces particules dans l'environnement et d’avoir accés avoir
acces a leurs effets sur les organismes vivants dans ces lieux (Domingos et al., 2009).
Le devenir des nanoparticules dans l'environnement aquatique, et leurs interactions
’interaction de ces derniéres avec les composantes biotiques et abiotiques et leur
potentiel de causer des dommages sont mal compris et ces incertitudes sont a 1'origine
des préoccupations au sujet des risques que ces molécules imposent a sur la santé

humaine et & sur 'environnement (Scown et al., 2010).

Les concentrations de nanoparticules d'argent dans l'environnement n'ont pas ¢té
déterminées, mais leur estimation dans I'eau des milieux naturels serait entre 0,03 et
500 ng/L. (Lushchak er al., 2001). L'utilisation de nanoparticules d'argent dans la
composition de chaussettes en tant qu’agent bactéricide est probablement la principale
source de nanoparticules d'argent dans le milieu aquatique. En outre, les travaux
réalisés par Benn et al. (Benn et Westerhoff, 2008) démontrent que le lavage des
chaussettes imprégnées de nanoparticules d'argent entrainent la libération de plus de

1300 pg/L d’argent et une grande partie sous forme de nanoparticules.
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Les nanoparticules d'argent ont été reconnues pour provoquer une toxicité dans des
lignées cellulaires de vertébrés causant différents effets comme le stress oxydatif
(Hussain et al., 2005; Oukarroum ef al, 2013), l'apoptose (Park er al, 1996),
I’augmentation de la peroxydation lipidique (Arora et al., 2008) et une fonction
mitochondriale réduite (Schrand et al., 2008). En outre, une étude récente menée par
(Larese et al., 2009) a démontré que 'absorption de nanoparticules d'argent a la surface

de I'épiderme de la peau humaine peut I’endommager.

I1 existe des différences entre 1'argent sous sa forme ionique et globale pour former des
nanoparticules, principalement en ce qui concerne leur toxicité, et leur comportement
dans l'environnement. Selon Walker et al. (2008), la toxicité élevée de nanoparticules
d'argent, par rapport aux ions d'argent, peut résulter de sa forme ou de sa taille par la

libération d'ions d'argent ou une combinaison des deux (Walker et al., 2008).

Etant donné que le mécanisme de la toxicité des nanoparticules d'argent et d’oxyde de
titane pour les microalgues n’est pas encore totalement connu (Scown et al., 2010), ce
travail a tenté d'étudier I'absorption et les effets toxiques potentiels dynamiques de ces
nanoparticules par résonance magnétique nucléaire (RMN) de 1’état solide sur des

especes de microalgues nommées C. reinhardtii.

Les microalgues sont a la base de la chaine alimentaire aquatique. Par conséquent,
l'action des activités humaines peut avoir un impact important sur 1’environnement.
Les polluants peuvent s’accumuler a l'intérieur de la cellule ou se lier a la paroi
cellulaire, ce qui pourrait exercer des effets sur les structures internes, provoquant ainsi
la mort des cellules. Il est donc important de connaitre 1’interaction de ces derniéres
avec les polluants et les effets de ces derniers sur la paroi cellulaire. Les microalgues
synthétisent les protéines, les pigments et les graisses, les acides gras polyinsaturés
essentiels pour la vie des organismes supérieurs. Les valeurs nutritionnelles et

énergétiques de ces constituants sont exploitées en biotechnologie en production
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animale. Ces applications biotechnologiques soulignent la nécessité de fournir des
outils pour 1'étude des effets sur la composition de la membrane des microalgues, tel

que débuté par Amold et al. (2015) par RMN de I’état solide du *C.

Cependant que, 1’étude de la toxicité des nanoparticules est un sujet important tant du
point de vue de la biochimie que de I’ensemble de la société, a cause des conséquences
que ces particules peuvent causer & 1’équilibre naturel et a des problémes de santé
publique. Alors que trop peu d’études se consacrent a mesures ces effets, celle ci se
penche' sur aspect encore moins exploré : celui de 1’effet sur les algues, élément

pourtant essentiel de la chalne alimentaire.

14  Objectifs

Dans ce contexte, I’objectif de ce projet était d’étudier, par RMN du *C sur des
cellules intactes, les effets de la toxicité et la perturbation membranaire de C.
reinhardtii sauvage par des nanoparticules d’oxyde de titane et d’argent. De plus, les
algues mutantes de C. reinhardtii CW15 (dépourvue de paroi cellulaire) nous ont
permis d'évaluer le role de la paroi cellulaire sur la toxicité aux AgNPs et TiO,NPs et
leurs différences pendant les analyses de toxicité. Dans un premier temps, nous avons
évalué et comparé les effets de la toxicité des AgNPs et de TiO,NPs sur les deux
différentes souches de C. reinhardtii (WT et CW15). Nous avons caractérisé les
suspensions de nanoparticules dans leur milieu de culture, et avec les cultures de C.
reinhardtii, précédemment validées a travers la microscopie électronique afin de
s’assurer de la stabilité de la suspension, la surface et la solubilité des métaux totaux

d’Ag et Ti.

Dans un second temps, pour 1’étude de RMN du *C, nous avons d’abord effectué des
expériences de RMN 1D (unidimensionnel) et 2D (bidimensionnelle) sur des dérivés

d’acides gras, les triglycérides trioléate (TAG) et 1’acide docosahéxaénoique (DHA)
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afin d’obtenir des informations sur la valeur des déplacements chimiques de ces
noyaux et de comparer avec les pics d’extraits lipidiques de C. reinhardtii. Ce travail
préliminaire permet ainsi de faire une comparaison avec ceux déja décrits dans la
littérature (Arnold et al., 2015). Par la suite, nous avons réalisé 1’expérience sur des
échantillons marqués au carbone-13 (**C) afin d’obtenir I’information sur 1’interaction
membranaire des contaminants et vérifier I’effet du TiO, et d’Ag sur les constituants
membranaires de C. reinhardtii. Nous avons également réalisé des expériences de 1D
(DP MAS) et mesuré la relaxation du signal afin d’étudier le profil dynamique des

constituants membranaires en présence de nanoparticules.

1.5  Généralités sur les microalgues vertes Chlamydomonas reinhardtii

Avant de détailler les expériences réalisées avec C. reinhardtii, nous aborderons
certaines caractéristiques générales de cette espéce d’algue verte qui a été si largement

étudiée dans plusieurs domaines de la science.

Chlamydomonas reinhardtii est une microalgue unicellulaire qui est devenue un
organisme modele pour l'étude de la photosynthése, de la structure, de la formation
flagellaire, de la biogénese des organites, de la reproduction sexuée algale et pour les
études toxicologiques (Harris, 2001). D’aprés Samadani (2014) C. reinhardtii est
devenue un organisme trés apprécié pour l'étude de la photosynthése, en comparant
avec les plantes vasculaires et les cyanobactéries, car ce microorganisme unicellulaire
facilite les études biochimiques et biophysiques de la photosynthése. En effet, ces
souches ont la capacité de se développer et de croitre sans la photosynthése,
simplement a 1’obscurité en présence d’acétate comme source de carbone ainsi que
sous faible lumiére, permettant ainsi d’isoler les mutants qui sont incapables

d’effectuer la photosynthése (Harris, 2001). Leur capacité de croissance sans
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photosynthése dans un milieu de culture simple, avec un temps de développement
court, une génétique bien caractérisée et la disponibilité d'une grande collection de
mutants rendent cette microalgue intéressante aux yeux des chercheurs. Cette souche a
d’ailleurs attiré I’attention d’un grand nombre d’entre eux. La publication de la
séquence compléte du génome (Lindahl ef al., 1995) et la capacité a gérer tous les trois
génomes (nucléaire, mitochondries et les chloroplastes) de C. reinhardtii a suscité
beaucoup d'intérét dans le développement d'applications biotechnologiques de cet

organisme.

Dans le domaine des Eucaryotes, la Chlamydomonas appartiennent a un genre d’algues
vertes (Chlorophyta) de la famille des Chlamydomonadaceae (Harris, 2001). Ces
algues unicellulaires minuscules, comme montré a la Figure 1.6, ont une paroi
cellulaire distincte (Figure 1,8), un seul grand chloroplaste et deux flagelles antérieurs.
La taille moyenne des alvéoles est d'environ 10 um, bien qu’une variation significative
soit observée au cours du cycle cellulaire. Une autre caractéristique de C. reinhardtii
est la présence de deux flagelles antérieurs ayant de 10 & 12 um de longueur. Les
flagelles sont originaires d'une paire de corps de base situés en dessous de l'extrémité
apicale de la cellule. La structure du flagelle et la formation de C. reinhardtii ont été
intensivement étudiées et un grand nombre de cellules mutantes ont surgi avec des
défauts de motilité qui ont été isolés. Plus de 40 génes codant des composantes du
flagelle ont été clonés et séquencés en C. reinhardtii et certains de ces génes ont été
identifiés chez les animaux (Minko et al., 1999; Mussgnug et al., 2005; Nagaya ef al.,
2010).
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Figure 1.6  Gauche, représentation de C. reinhardtii. Droite: les lipides
prédominants pour cette espéce soient: glycéryltrioléate-TAGs (A) monogalactosyles
diglycerides-MGDG (B) digaloctosyles diglycérides-DGDG (C). Adaptée de Merchant
et al. (2007).

Dans les cellules de C. reinhardtii, les chloroplastes occupant environ les deux tiers du
volume de la cellule en ont fait un organisme modele pour I'étude de la biogenese du
chloroplaste et la photosynthése. En raison de sa capacité a croitre sans photosynthese,
C. reinhardtii a largement été utilisée pour étudier le réle des protéines D1 et D2 du
photosystéme II, la biosynthése de la chlorophylle, I'analyse génétique de la chaine de
transport d'électrons, la synthése/formation de complexes du cytochrome be/f. Le long

génome 195kb du chloroplaste a été séquencé (Harris, 2001).

L'enveloppe nucléaire, comme dans les organismes supérieurs, est en continuité avec
le réticulum endoplasmique (RE), mais le réseau n’est pas aussi vaste. Deux vacuoles

contractiles se trouvent dans l'extrémité antérieure de la cellule. Les mitochondries
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sont distribuées dans toute la cellule. Le génome mitochondrial ne dispose que de 15,8
kb et ne contient que quelques génes, et les codes mutants avec des délétions du géne
Cobl mitochondrial qui, codant le cytochrome b, ne peut pas se développer sur

I'acétate dans l'obscurité, mais peut se développer par photosynthése (Harris, 2001).

Pour I'augmentation directe dans la voie de biosynthése des lipides, plusieurs enzymes
liées a cet itinéraire ont été modifiées et des effets positifs ont été réalisés dans de
nombreux cas (Courchesne et al., 2009). Une autre stratégie qui peut étre utilisée pour
augmenter la quantité de lipides est le blocage de la synthése de l'amidon. Cette
stratégie a également été utilisée et de bons résultats ont été€ obtenus, pour atteindre une
augmentation de 10 fois la quantité de triglycéryltrioléate produite (Figure 1.6) (Li et
al., 2010). D'autres moyens indirects pour augmenter la biomasse comme
I’augmentation de l'efficacité et de la manipulation des enzymes li€es a 1'absorption de

CO;, photosynthétique, également testée sur C. reinhardtii (Radakovits et al., 2010).

En vue de produire des biocarburants, la recherche de nouveaux génes cibles pour la
manipulation génétique a la recherche d'un meilleur phénotype est un domaine qui
attire beaucoup de scientifiques. C’est dans cette optique que 1’étude réalisée par
Nguyen et al. (2008) a montré que le transcriptome des algues C. reinhardtii est
capable de produire de grandes quantités de lipides lorsqu’il y a un manque d'¢léments
nutritifs. Cela s’explique par I’action de génes uniques du cycle du glyoxylate
(Nguyen et al., 2008).

Dans des conditions de croissance photosynthétique (photo ou mésotrophe), les
cellules de C. reinhardtii (Figure 1.7) pourraient offrir entre 18 &4 24 mg de lipides
(solubles dans I’éther) par gramme de poids sec (~10° de cellule) et en croissance
hétérotrophe entre 9 4 12 mg. Dans ce total, on retrouve une moyenne de 19% de
chlorophylles, 26% de monogalactosyles diglycerides (MGDG) et 19% de
digaloctosyles diglycérides (DGDG) dont les structures moléculaires sont montrées a
la (Figure 1.6) (Hoober, 1989). Les microalgues sont riches en glycéryltrioléate
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(Davey et al., 2012) et ces lipides ont déja été étudiés par RMN du BC (RMN-'°C) par
Beal et al. (Beal et al., 2010).

Selon Harris 2001, la paroi est composée de sept couches visibles par microscopie
électronique (Figure 1.8). La W1 est la couche la plus interne qui varie en épaisseur
(30-200 nm). Insoluble au contact d’agents chaotropes (perchlorate de sodium, LiCl,
urée), elle contient des fibres de longueur variable et des granules de 15-20 nm qui ont
également été associées a de telles fibres. Ces fibres s’étendent vers l'extérieur de la
membrane cellulaire comme un réseau de petits batonnets. Les W2 et W6 forment des
réseaux de glycoprotéines entourant une couche granulaire W4. La W2 est un réseau
de fibres plus rapprochées et connectées & W1 et a des fibres plus épaisses presque
paralléles a la surface de la cellule. Les W3 et W5 sont des régions transparentes au
microscope électronique, probablement des espacements a la place des vrais
constituants de la paroi. La W6 comprend un tapis cristallin densément tissé (W6A) de
fibres épaisses, interconnectées par des fibrilles, ainsi que d'une couche de tissu plus
ouvert. La W7 est une couche amorphe et parfois manquante en fonction des
conditions de croissance. Cette derniére est composée de glycoprotéines non
structurelles dans une phase de transition, avant d'étre libérées dans le milieu de
culture. Elle peut également étre constituée de fibres ramifiées similaires a celles de
WI1. Les W2, W4 et W6 sont appelées «triplet de base» et sont caractérisées par leur
apparence et leur taille constante, quelles que soient les conditions de croissance et la

procédure de coloration.

Figure 1.7  Schéma de la paroi cellulaire de Chlamydomonas reinhardtii, tiré de
Harris (2001) avec permission.
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1.6  Les microalgues et leur interations avec les NPs

Chlamydomonas reinhardtii est une microalgue verte treés étudiée qui se préte bien a
des études exploratoires de RMN in vivo pour évaluer les interactions des NPs avec la
paroi cellulaire. Dans cette étude, nous avons évalué deux espéces de C. reinhardtii par
RMN in vivo et leur interaction avec des nanoparticules d’Ag et de TiO,. La paroi
cellulaire de C. reinhardtii agit comme une barriére contre I’absorption de
nanoparticules et les souches mutantes sans paroi, comme a été démontré par
Oukarrroum ef al. 2013, sont plus fragiles aux interactions des NPs que les C.
reinhardtii de type sauvage (Harris, 2001; Oukarroum et al., 2013; Vincent, 2006). Les
NPs aussi peuvent aussi influencer le taux de croissance, altérer la photosynthése et

modifier la structure cellulaire de C. reinhardtii (Prasad et al., 1998).

D’aprés Ma et Lin (2013), une fois que les NPs entrent en contact avec la surface des
cellules, elles peuvent étre adsorbées a travers les parois cellulaires (ou des
membranes) par plusieurs forces telles que les forces de « Van der Waal ». Il est
probable qu'elles entreront dans les cellules par diverses voies. Cependant, les
interactions bio-physico-chimiques aux interfaces entre les NPs et les cellules
comprennent principalement I'adsorption et l'internalisation (Ma, et Lin, 2013). Pour
les cellules sans paroi cellulaire, selon toute logique, les NPs ne pourraient pas
interagir directement avec cette paroi absente, mais elles peuvent étre internalisées par
endocytose ou par d’autres mécanisme (Figure 1.9). Les NPs peuvent perturber la
membrane cellulaire et entrer directement dans les cellules. Par exemple, les NPs
cationiques et les polyméres polycationiques peuvent induire la formation de trous a
1'échelle nanométrique, des modifications de la perméabilité de la membrane, 1'érosion
de la membrane dans des cellules pour étre internalisées. La plupart du temps,
l'internalisation ne peut se produire indépendamment. Selon Evans ez al. (2011), il a
ét¢ montré que l'internalisation des NPs d’oxyde de fer dans les cellules de

phéochromocytome de rat comporte trois étapes distinctes: le plasma fixation de la
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membrane, I’endocytose, et I’accumulation progressive dans les vésicules
intracellulaires membranaires. L’endocytose est la voie la plus acceptée pour

I’absorption des NPs.

Interaction
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Effet liaison
hydrophobe hydrogéne /Q Diffusion des lons
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Figure 1.8  Interaction entre une membrane cellulaire et les NPs (Lundqvist ef al.,
2011; Ma et Lin, 2013).

Les protéines, les lipides et les polysaccarides sont des composantes communes
existantes sur les interfaces internes ou externes des organismes. Ainsi, ces interfaces
seraient inévitablement en contact avec les NPs. Selon Desai e al. (2010), il a été
montré que les protéines peuvent s’associer avec des NPs comme une «couronne» et,
alors lier, les NPs et les cellules ensemble (Desai ef al., 2010). D’aprés Lundqvist et
al. (2011), les liaisons hydrogéne, les interactions ioniques, et la déshydratation de
groupes polaires peuvent étre les principales forces de liaison avec les polysaccharides

de la membrane cellulaire (Lundqvist ez al., 2011).



CHAPITRE II

ASPECT THEORIQUE DES METHODES ET TECHNIQUES UTILISEES

2.1 Les conditions de culture

Les deux espeéces de C. reinhardtii, avec et sans paroi (WT et CW15), ont été cultivées
selon une procédure standard citée dans différentes publications sur la cytotoxicité
pour des algues unicellulaires vertes, comme celle de Michel (2006). Les souches de
type sauvage ainsi que la souche CWI15 sans paroi ont été obtenues & partir de la

collection de 1'Institut de Biologie et Physicochimique (Paris, France).

Dans le but d’assurer le bon état des algues pendant tous les essais de cytotoxicité, des
contrdles rigoureux de qualité physicochimique et microbiologique ont été réalisés
pendant le processus de manipulation des cultures. Tous ces contrdles seront présentés

de maniére approfondie dans les pages ci-apreés.

Quant aux conditions de cultures, les algues méres ont été inoculées et cultivées dans
des Erlenmeyers de 1 L contenant 500 mL de solution tamponnée de Minimum-Tris,
dont le pH varie de 7,2 & 7,4. Apres I’inoculation des algues, les Erlenmeyers ont été
fermés avec des bouchons de coton pour faciliter la libération du CO, accumulé, et
équilibrer la pression interne. Ils ont ensuite été placés sur des plaques agitatrices a 8
rpm pour éviter la décantation organique puis rangés sur les étagéres de culture. Pour
une meilleure optimisation de la culture, nous avons considéré les conditions naturelles

des algues en exposant les milieux de culture sous une lumiere constante de 100
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pmoles de photons m?s™ et une température environnante de 23 + 1°C (Vincent,
2006).

Lors de la culture, les croissances algales ont été suivies, & partir du moment de
I’inoculation de départ (environ 3x10° cellules par millimétre) jusqu’a la phase
stationnaire, avec 1’aide d’un hémacytométre utilis€ pour déterminer la densité
cellulaire. De plus, dans le but de maintenir une constance dans la qualité du matériel
biologique, les cultures meres ont été renouvelées. Pendant le décompte cellulaire, tous
les échantillons & mesurer ont regu 0,05 mL d’éthanol sur 1 mL contenu dans un
eppendorf de (1,5 mL). L’éthanol permet la fixation des algues dans le but d’éviter les
mouvements statiques occasionnés par les flagelles des algues et aussi d’arréter la

croissance cellulaire (Samadani, 2014; Vincent, 2006).

22  Marquage des microalgues en *C

Pour le marquage au °C, le systéme de culture est composé de deux Erlenmeyers (de
préférence de 1 L et de 250 mL) fermés par deux bouchons de caoutchouc percés de
deux trous dans lesquels des tiges de verre courtes (au ras du bouchon) et longues
(proche du fond de I’Erlenmeyer) sont introduites. Sur chaque extrémité supérieure des
tiges est fixé un bout de tube en silicone qui permettra aux piéces de joint de se fixer
sur les tiges. Ces pieces de joint vont permettre, d’une part, I’ancrage des valves (V1 et
V2) sur I’Erlenmeyer de 1 L et, d’autre part, celui du tube de jonction sur I’Erlenmeyer
de 250 mL. Le montage du systéme doit étre fait de maniére a assurer une parfaite

étanchéité (bouchon et trou de taille adéquate), selon le schéma suivant (Figure 2.1).
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Figure 2.1  Schéma du systéme de culture pour le marquage des algues, élaboré par
Bertrand Gernard.

Pour réaliser la composition du milieu de culture, nous avons ajouté¢ 1 mM de
bicarbonate de sodium marqué au [C"”] (NaH"COs, 99%) (Cambridge Isotope
Laboratories, MA, USA) dans 2,8 L de le milieu Minimum-TRIS tel que décrit par
(Arnold er al., 2015). La mise en culture a été effectuée a pH entre 7.2 et 7.4, plus
précisément, nous avons ajouté le milieu de culture dans le plus grand Erlen
(maximum & 1/3 du volume total) et autoclavé ces milieux ainsi que les bouchons et le
tube de jonction. Aprés que les milieux aient refroidi, nous avons ajouté le bicarbonate
marqué au °C (1g/L) puis I’inoculum (culture en phase plateau) & un rapport 1/50

(viv).

Une fois le milieu inoculé, les bouchons ont été mis sur les Erlenmeyers et le tube de
jonction a été connecté sur la valve 2 de I’Erlenmeyer de 1 L avec la grande tige de
verre de I’Erlenmeyer de 250 mL, ensuite, nous avons rempli ce dernier avec de I’eau
nano pure pour que la grande tige de verre y baigne. Aprés les montages, nous avons

connecté 1’installation a I’azote gazeux avec un faible débit a la valve 1 et vérifié que
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la valve 2 soit bien ouverte pour que le milieu de culture puisse barboter pendant 15
secondes. Puis a été fermée la valve 1 pour sceller le systéme (puis nous avons scellé le
systéme en fermant la valve 1 afin d’empécher tout contact avec 1’atmosphére pour
éviter les risques de contamination croisée). Cette étape a été respectée chaque fois que
le systéme était en contact avec 1’air ambiant. Et enfin, le syst¢tme a été mis dans la
chambre de culture sous illumination. Indépendamment de la souche de microalgue

utilisée, la culture durera entre 7 et 10 jours.

2.3 Etude de toxicité

Nous visons & connaitre la toxicité des NPs d’Ag et de TiO; sur les deux souches de C.
reinhardtii avec paroi (WT) et sans paroi (CW15). D’abord, afin de bien mettre en
évidence I’interaction des NPs avec la paroi cellulaire, nous avons utilisé les algues
mutantes de C. reinhardtii CW15 dépourvues de paroi cellulaire pour nous permettre
aussi d'évaluer le réle de la paroi cellulaire sur la toxicité aux AgNPs et aux TiO,NPs
et d'évaluer leurs différences lors des analyses de toxicité. Pour cette étude, des tests de
toxicité ont été effectués sur la croissance algale suivant la méthodologie proposée par
Oukarroum et al. (2014). Ces tests ont permis d’identifier la ou les concentrations
d’intérét pour réaliser les expériences de RMN. Les concentrations de 1, 10 et 100
‘'mg/L de NPs utilisées ont été€ adoptées afin d’explorer les effets sur une grande gamme

de concentrations.

Dans des Erlenmeyers contenant 50 ml de milieu de culture, Tris 4 pH 7.2-7.4, nous
avons ajouté différentes concentrations de NPs, a l'exception des contrdles, et dans
chaque Erlenmeyers inoculés de 1 ml de la culture mére en phase exponentielle (4x10°
celluless/mL). Les flacons ont été scellés avec une feuille d’aluminium et ont été

conservés sur une table agitatrice & 8 rpm sous un éclairage homogéne d'environ 100
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umoles de photons mZ2s"'. a une température de 23 + 1 °C. Cette expérience a été

réalisée trois fois pour chaque concentration testée selon la Figure 2.2.

Figure 2.2  Essais de toxicité réalisées sur Chlamydomonas reinhardtii de type
sauvage (WT) et mutants sans paroi (CW15) avec et sans présence de nanoparticules
d’Ag et TiO.,.

2.4  Extractions des lipides des algues

Pour les extractions de lipides des algues, nous avons broyé, pendant environ 1 min
dans un bounce, 150 a 200 mg (158 mg) de masse humide dans 2 mL de
dichlorométhanol (CH,Cl,0O) (dans un rapport 2:1). Ensuite, nous avons transvase
toute la matiére organique broyée dans un tube en verre conique et rincé le bounce
avec 5x2 mL de dichlorométhanol. Apres avoir tout transvasé dans le tube conique,
nous avons ajouté un 3 ml de solution de KCL a 3% et mélang¢ le tout a I’aide d’un

Vortex pendant environ 30 secondes. Ensuite, pour séparer la matiére organique de la
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solution aqueuse, nous avons centrifugé le tube conique pendant 2 min a 2000 rpm.
Apres la centrifugation, deux phases ont été formées dans le tube conique, une phase
aqueuse et une phase organique. La phase aqueuse n’étant pas pertinente, nous avons
conservé a la phase organique. Ainsi, nous avons transvasé le tout dans un tube rond.
Pour bien récupérer toute la mati€re organique, nous avons rincé une derniére fois le
tube conique avec 3 mL de dichlorométhanol. Pour la derniére partie de 1’extraction,
nous avons évaporé le contenu du tube rond sous flux d’azote, & 35°C. Apres
I’évaporation, une fine pellicule des lipides a été formée au fond du tube rond. Pour
récupérer les lipides au fond du tube, nous avons ajouté du dichlorométhane (CH,Cl,).
Avec une pipette pasteur, nous avons transvasé une derniére fois le tout dans un vial
ambré de 4 mL puis rincé le tube rond avec 2x1 mL de dichlorométhane et évaporé
sous flux d’azote. Ensuite, au dernier moment, pour la conservation des extraits et pour
les analyses par RMN du liquide, nous avons ajout¢ un volume précis de
dichlorométhane-d (1 mL). La conservation des extraits a €té faite sous atmosphére
d’azote & -80°C et le bouchon a été recouvert de téflon pour éviter les fuites et

I’évaporation.

2.5  Nanoparticules étudiées

Les substances d'essai évaluées et comparées dans cette étude sont les nanoparticules
d’argent (AgNPs) et d’oxyde de titane (TiO,NPs), qui sont deux composés
inorganiques et insolubles. Pour le choix de la NP a étudier, quatre points principaux

ont été pris en considération:

1. la maniére dont elles sont utilisées;

2. le mode de libération en grandes quantités dans les milieux aquatiques;
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3. la facilité qu'elles ont & pénétrer dans les systémes vivants en raison de
leur taille nanométrique;

4. et enfin, l'absence de connaissance concernant leur potentiel
toxicologique, qui peut présenter des risques dans la chaine alimentaire

a différents niveaux trophiques;

Les AgNPs ayant un diametre de 50 nm furent acquises de MTI Corporation
(Richmond, CA, USA) et les TiO,NPs ayant une pureté de 99,5% et un diametre de 21
nm ont été acquises de Sigma-Aldrich (Oakville, ON, CA).

2.6  Préparation des suspensions de NPs

Pour la caractérisation des NPs, il était nécessaire de préparer des suspensions de
substance d'essai. La méthode de préparation pour obtenir des suspensions de NP a été
étudiée par plusieurs auteurs, mais il n'existe pas de procédure standard. La principale
méthode utilisée est le traitement aux ultrasons effectué par un sonicateur, qui vise a

briser les agglomérats de NPs formés dans le milieu de culture (Heinlaan et al., 2008).

Les suspensions de NPs ont été préparées a une concentration de 10 mg/L dilués en
milieux de culture. La solution a été faite dans un flacon de 15 mL mis dans un bain de
glace et soumis a4 une sonication pendant 10 min & 10 Watts RMS («Root Mean
Square» racine carrée de la moyenne des carrés). Ensuite, la suspension finale a été
ajoutée dans des Erlenmeyers & un volume de 50 mL de milieu de culture, formant une
dilution finale de 10 mg/L de NPs. Avant et pendant les réalisations de caractérisations
toxicologiques, nous avons pris soin d'homogénéiser la suspension test (Heinlaan et
al., 2008).
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2.7 Potentiel Zeta

Nous avons déterminé la stabilité de la suspension par mesure du potentiel zéta (Pz).
La plupart des NPs peuvent acquérir une charge électrique de surface lorsqu’elles sont
mises en contact avec un milieu polaire (par exemple aqueux). Les possibles
mécanismes de création de telles charges peuvent étre résumés par 1’ionisation,
l'adsorption d'ions, ou de la dissolution des ions générées dans le milieu et déterminées
par la théorie DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek). Selon cette théorie, la
stabilité de la suspension dépend de la quantité d’interactions des NPs qui résultent des
forces d'attraction (forces de Van der Waals) et de répulsion (électrostatiques). Cette
charge de surface affecte la distribution des ions dans le voisinage de la solution, qui &
son tour entraine une augmentation de la concentration des contre-ions qui l'entourent,

formant une double couche électrique (O'Brien et al., 1990).

Le Pz étant le potentiel électrocinétique des ions et des molécules, il est possible
d’exploiter cette technique pour déterminer les charges électriques présentes dans le
milieu et, par ricochet, la stabilité de la suspension. En général, les suspensions avec
des particules de haut Pz (en valeur absolue) sont considérées comme plus stables,
tandis que les particules ayant de petites valeurs ont tendance & s'agglomérer et a
coaguler et sont considérées plus instables (Hanaor et al., 2012) (Tableau 2.1). Les
mesures de Pz ont été réalisées a une concentration de 10 mg/L. de avec un BTC Zeta

Plus (Brookhaven Instruments Corporation).

Tableau 2.1 Comportement de stabilité colloidale mesuré par le potentiel zéta.
Adapté de (Hanaor ef al., 2012; O'Brien et al., 1990).

Le potentiel zéta [mV] | comportement de stabilité du colloide

de0a =<5, coagulation rapide ou floculation
dex10ax30 instabilité naissance

de +30a+40 stabilité modérée

de +40a £ 60 bonne stabilité

plus de 61 excellente stabilité
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2.8  Microphotographies optiques algales

Les modifications morphologiques de la culture des algues exposée a 0, 1, 10 et 100
mg/L. de NPs d’Ag pendant 72 heures ont été déterminées en utilisant un microscope
Nikon Eclipse TS 100 et les images ont été enregistrées avec un appareil photo

Pixelinke a NanoQam.

29  Microscopie €lectronique a balayage

La caractérisation des microalgues avec et sans NPs a été réalisée par microscopie
électronique & transmission (TEM) afin de vérifier la taille et la morphologie des NPs
et des cellules d’algues. Ce type d'analyse a également été utilisé et rapporté dans

plusieurs articles (Blinova et al., 2010; Federici et al., 2007; Oukarroum et al., 2014).

Une concentration de 10 mg/L. de NPs a été choisie pour une exposition de 72 h.
Aprés I’exposition des NPs, 50 mL des cultures contrles et traitées ont été
centrifugées et le surnageant a été rejeté. Sans perturber le culot, les cellules ont été
lavées avec 500 pl de tampon de lavage (0,1 M cacodylate, 0,1% de CaCl,, pH 7,2)
pendant 10 s. Le tampon de lavage a été €éliminé et 500 pL. de tampon de fixation
(2,5% de glutaraldéhyde dans un tampon 0,1 M de lavage) ont été ajoutés. Les cellules
ont été fixées pendant une nuit & 4 °C. Apres fixation au glutaraldéhyde, le culot a été
lavé trois fois 10 min avec le tampon de lavage, et coloré avec du tétroxyde d'osmium
(1% Os04, 1,5% KFeCN dans l'eau) pendant 2 h a 4 °C. Ensuite, le culot a été lavé
avec de I'eau nanopure (3 x 10 min) et déshydraté avec des concentrations croissantes
d'acétone (30%, 50%, 70%, 80%, 90% et 100%, 3 x 10 min chacun). Les échantillons
déshydratés ont été infiltrés (pour la fixation) a la température ambiante avec des
concentrations croissantes d'Epon (résine utilisée pour I’immobilisation des

échantillons) dans 1’acétone 1:1 (pendant la nuit), 2:1 (4 h), 3:1 (pendant la nuit).
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Ensuite, le culot a été placé dans I’Epon pur, laissé 4 heures sous vide et ensuite
chauffé 48 h a 58 °C. Les granulés durcis ont été découpés en tranches épaisses de 6
um et placés sur une grille de référence pour 1’analyse TEM. On n’a pas utilisé de
fixation secondaire dans le but d’obtenir une meilleure visualisation des NPs a
’intérieur de la cellule. Les échantillons ont été visualisés avec un microscope TEM
Tecnai 12 120kv et les photos prises par un appareil photo grand Gatan 792 Bioscan 1
x 1k Angle Multiscan CCD dans le laboratoire central de microscopie électronique de
I’Université McGill.

2.10 Fluorescence de la chlorophylle a

Dans le domaine de I’écotoxicologie, plusieurs techniques ou méthodes sont
employées pour les études de I’effet toxique d’un produit polluant sur les plantes
photosynthététiques aquatiques. Parmi celles-ci techniques ou méthodes, nous pouvons ;
citer la mesure de la fluorescence chlorophyllienne, une technique trés utilisée pour
les études des effets d’un stress abiotique physique ou chimique (Maxwell et Johnson
2000, Baker et Rosenqvist 2004, Oukarroum et al., 2007; 2012; 2013). Du point de
vue historique, Kautsky et Hirsch (1931) ont observé que, lorsque des échantillons
photosynthétiques ont été transférés de 1’obscurité & la lumiére, I’intensité de la
fluorescence augmente. Plus tard, il a été démontré que la majeure partie de cette
fluorescence est originaire du complexe PSII, comme démontré par Govindjee, (2004)

et les références citées dans ce travail (Govindjee, 2004).

Le spectre d'émission de fluorescence de la chlorophylle a (centre réactionnel du PSII)
a la température ambiante se caractérise par un pic principal autour de 685 nm et un
pic de faible intensité entre 700 - 750 nm. Ces deux pics sont dus & 1’absorption de la

lumiére de I'antenne de PSII du PSI respectivement (Stirbet et Govindjee, 2011). Selon
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Gilmor et al. (2000), la fluorescence émise par le PSI est pratiquement constante,
contribuant environ a 5-30% du signal fluorescent total chez les plantes qui réalisent la
fixation du carbone en C; (voie métabolique de fixation du carbone) (Gilmor et al.,
2000). Pour cette raison, le signal de fluorescence émis est principalement lié au signal

du PSII.

UV Violet Blue Green Yellow Orange Red IR
- i vt ' [ '
|
Chlorophyll a Visible solar spectrum
Chlorophyll b Bacteriochlorophyll a

Absorption

4100 500 600 700 800
Wavelength (nm)

Figure 2.3  Spectre d'absorption des chlorophylles a et b ainsi que
bactériochlorophylle a et spectre d'émission de la lumiére solaire de 350 a 800 nm,
d’aprés (Malkin et Niyogi, 2000).

Il est & noter que la lumiére absorbée par un appareil photosynthétique peut se diriger

vers une des trois voies suivantes:

1- Elle peut étre employée pour la photochimie (synthése de I’ATP et NADPH).
2- L’énergie excessive peut étre réémise comme chaleur.

3- Elle peut étre émise comme fluorescence.
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Ces processus se produisent simultanément et en concurrence. En d’autres termes, si
un de ces processus augmente, il aura comme conséquence une diminution du
rendement des deux autres processus (Strasser et Butler, 1978). Donc, la fluorescence
des chlorophylles donnera indirectement des informations sur l'efficacité de la
photochimie et la dissipation thermique, ce qui va renseignera sur 1’état physiologique

de I’organisme photosynthétique étudié.

Photosystéme I

Photochimique
P80 Ll Oy

Fluorescence de la
Chaleur
chlorophylle

Figure 2.4 Modéle simplifié de dissipation d'énergie par PSII. Par processus
photochimique (fléche noire), un électron (e’) est transféré du centre de réaction de
P680 a la quinone (Qa) premier accepteur d'électrons du PSII. Processus non
photochimique (fléche chaleur brune). Fluorescence (fleche rouge de la fluorescence
chlorophylle) (Baker, 2008)

D’aprés Maxwell et Johnson (2000), cette technique de fluorescence chlorophyllienne
donne des indications sur les différentes étapes de la réduction du PSII. Différents
parameétres basés sur la cinétique rapide de la fluorescence chlorophyllienne permettent
d'évaluer différents aspects structurels et fonctionnels du PSII. L'étape initiale de la
réaction photosynthétique centrale est régie par trois étapes fonctionnelles de base. Ces
derniéres sont décrites ici afin, d'expliquer la variation de 1'absorption d'un photon par

la molécule de chlorophylle dans le complexe des antennes (ABS): I’accumulation
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d'énergie absorbée (TR); la conversion de I'énergie d'excitation a la chaine du transport
d'électrons (ET); I'énergie dissipée sous forme de chaleur et de fluorescence (DI). Pour
ce travail nous avons utilisé les paramétres Fy/Fy et PI selon le JIP-test (Strasser et al.,
2004).

2.11 La cinétique rapide et polyphasique de I’émission de fluorescence
chlorophyllienne

Chez les organismes photosynthétiques y compris les algues, 1’intensité d’émission de
la fluorescence par la Chlorophylle a (Chl a) montre une courbe en fonction du temps.
Cette courbe a été appelés I’effet Kautsky (au nom du chercheur qui a découvert pour
la premiére fois ce phénomeéne) ou transition de la fluorescence. Cette courbe se divise
en deux parties, une premiére partie rapide (2 partir d’une valeur initiale, F,, qui est le
début de I’illumination), jusqu'a une valeur maximale Fy, dépendante de 1’intensité
d’illumination (Strasser et Srivastava, 1995), et une deuxiéme qui montre I’émission
de la fluorescence diminue pour finalement arriver & un état stationnaire Fs (s pour
« steady-state »). Cependant, durant la premiere partie (partie rapide), la fluorescence
augmente d’une maniére polyphasique (avec deux paliers) entre les deux extrémes F,
et Fum. Ces paliers intermédiaires sont nommés J et I (respectivement & 2 ms et a 30 ms)
(Strasser, 1992; Strasser et Srivastava, 1995). C’est pour cette raison que la courbe est

ainsi appelée courbe de O-J-I-P.
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Figure2.5 Cinétique rapide de fluorescence induite par un éclair saturant. Les
transitions 0, J, I et P sont indiquées a 50 ps, 2 ms, 30 ms et au tFy, soit le temps
donnant I'émission maximale de fluorescence. L'état d'oxydoréduction de Q4 et Qp est
indiqué pour chaque transition. En inséré : fluorescence chlorophyllienne normalisée

selon V = (FFo) /(FmFo) montrant la linéarité du début de la courbe de fluorescence.
Cette figure a été retirée de la thése de Oukarroum et al. (2007) avec permission.

L'augmentation rapide de Fo a Fu est le reflet de la réduction progressive de Qa
(Strasser et al. 2004; Stirbet et Govindjee, 2011). Selon Kodru et al. (2015), 'étape Fy
signifie que le c6té accepteur du PSII est ouvert (Qa oxydé), tandis que s’il atteint Fy,
il est dit fermé (Qa complétement réduit) en raison de la réduction du transport

d'électrons linéaire, qui est le résultat d'une accumulation d'électrons sur le c6té
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accepteur du PSI (Kodru et al., 2015). L'augmentation de l'intensité de fluorescence
entre les étapes O et J, connue en tant que phase photochimique trés rapide, dépend
largement de l'intensité de la lumiére d'excitation, tandis que les parties de la courbe de
fluorescence J-I et I-P sont connues comme thermiques (sensible a la température)
(Oukarroum et al., 2007). La courbe de fluorescence O-I est liée & la réduction de la
quinone (Qa), qui est un accepteur d’électrons primaires du PSII. La phase J-I de la
fluorescence implique la réduction des transporteurs d'électrons, telle que la quinone
secondaire (Qg), le pool de plastoquinone, le cytochrome bsf et la plastocyanine, tandis
que la phase I-P refléte la réduction des récepteurs d’électrons sur le c6té accepteur du

PSI (Govindjee et al., 2001).

L'étude de la cinétique de la fluorescence transitoire de la chlorophylle a peut étre
évaluée par une analyse multiparamétrique, appelé JIP-test, qui a été développée par
Strasser et al. (2004). Ces paramétres calculés caractérisent la structure et l'activité
photochimique des échantillons photosynthétiques. Certains de ces parametres
déterminés par le modele JIP-test sont liés a I'étape thermique de la fluorescence, parce
que ces parameétres sont en corrélation avec ’activité du PSI (Tsimilli-Michael et

Strasser, 2008).



38

Tableau 2.1 Liste de quelques parametres tirés du JIP-test (Strasser e al., 2004).

Valeurs brutes

F, =" Esgpee = Fo Intensité de fluorescence initiale

F, = Fioohs— = :Ep, Intensité de fluorescence & 100 us
F; = Fagous = Fx Intensité de fluorescence a 300 us
F,4 = Fopms = F Intensité de fluorescence 4 2 ms

Fs = Fyoms = Fi Intensité de fluorescence 4 30 ms
Fp = Frmax = Fum Intensité de fluorescence maximale
Rapports de fluorescence

Fo/ Fu

Fy/F, = (Fu—Fo)/F,

dv/dt, = 4° (Fiops— Fo)/(Fm—Fo) Pente a [IDorigine de la courbe de
fluorescence variable relative 4 Faoo s

dVg/dt, = 20" (Fio0ps— Fo)/(Fmu—Fo) Pente a I’origine de la courbe de
fluorescence variable relative 4 F 0 s

V; = (Fams— Fo)/(Fy—Fo) Fluorescence variable relative 2 J 3 2 ms

Vi = (F3oms— Fo)/(Fm—Fo) Fluorescence variable relative 4 I 4 30 ms

Rendement d’activité

TR/ABS =1—-Fy/Fuy = Fy/Fy=0p,

Rendement quantique de photochimie
primaire

ETJ/TR, =1-V; = VYo

Rendement de I’énergie piégée conservée
dans le transport d’électron au-dela de Qa”

ETJ/ABS = (1 - F/FM)(1-V)) =0k

Rendement de I’énergie absorbée conservée
dans le transport d’électron au-dela de Q4”

(ABS-TR,)/ABS = Fo/Fy,

Rendement de I’énergie dissipée entre la
capture et I’absorption.

Index de performance (PI)

PI = [yo/(1-Y0)}-L[opo/(1-@ro) ] [po/(1-9o)]

Détermine le potentiel redox d'un systéme

L’index de performance est un paramétre qui nous donne d’information utile et

quantitative de la fluorescence chlorophyllienne au sujet de I'état physiologique des

plantes et de leur énergie vitale.

Ou:

Yo = représente le rapport des chlorophylles de RC et de toute la chlorophylle de PSII.

o/(1-y,) = sont estimés par le JIP-test en tant qu'égal au rapport des centres de réaction
Yo/(1-Y. p

et de I'absorbance (RC/ABS).
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Par conséquent:

Yo/(l'Yo) = Chl rc/ Chl antenne @.D
RC/ABS = [(Fams-Fsops)/4-(F300ps-F sops)}-Fv/Fwm (2.2)

D’abord, I’équation 2.2 nous montre la contribution au PI dii au RC, ¢, (= 1-V;) est la
fraction des é€lectrons transportés au-dela de Qa par exciton (état lié d'un électron et
d’un trou d'électrons) qui est emprisonné par les centres de réaction (RC) de PSII,
duquel I'énergie d'un exciton emprisonné est employée pour le transport d'électron au-
dela de 1a Qa (Oukarroum, 2007).

Dans ce travail et pour évaluer les effets des NPs en questions sur le rendement
photosynthétique de C. reinhardtii, nous avons procédé a un essai de toxicité dans les
mémes conditions citées dans les tests ci-dessus. Pour ce faire, un inoculum de 25 mL
a été ajouté (10° cellules/mL) dans les Eerlenmeyers. Puis la microalgue est exposée a
différentes concentrations de NPs pendant 72 heures, ensuite, on a mesuré la
fluorescence de la chlorophylle a in vivo. Pour chaque mesure, la quantité de
chlorophylle totale utilisée est de 10 pug. En effet, sur la base des études précédentes,
cette quantité est suffisante pour détecter un signal de la fluorescence. Il est & noter que
nous avons procédé au préalable a la mesure de la quantité de la chlorophylle totale des

algues pour chaque souche.

Un volume minimal de 10 mL de souches d’algues (correspondant a 5 pg de
chlorophylle) est filtré sur fibres de verre (filtre Millipore 2.0 um, Fisher Scientifics,
#AP200 1300) pour mesurer la fluorescence de la chlorophylle a in vivo. Les analyses
ont ét€ faites apres une adaptation & l'obscurité pendant 30 'minutes pour que les
transporteurs d’électrons soient complétement oxydés. Aprés I’adaptation des algues a
l'obscurité, les filtres sont placés dans les porte-échantillons de 1'appareil, ou les algues

sont exposées a une faible lumiére verte d'environ 3500 pumol de photons m™. s™.
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L’intensité de la fluorescence, pour la transition O-J-I-P, a ét¢ déterminée a 50 ps, 2
ms et 30 ms, et le rendement maximum de la fluorescence a été évalué sous un flash

saturé de 6 s.

Les résultats de la cinétique de fluorescence transitoire ont été¢ déterminés avec le
logiciel du PEA Handy. Ce logiciel extrait les valeurs fondamentales mesurées du
signal de fluorescence de la chlorophylle du photosysté¢me II. La définition du F est la
fluorescence minimale qui, en niveau physiologique, correspond au niveau de
fluorescence atteint lorsque Qa (quinone a, accepteur primaire d'électrons du PSII) est
complétement oxydée. La définition de Fy, correspondant & la fluorescence maximale

lorsque la Q4 est enti¢rement réduite (Figure 2.5).

La cinétique de 1'émission de fluorescence de la chlorophylle a ét€¢ mesurée avec un
fluorimétre portable PEA Handy (Plant Efficiency Analyzer, Hanstech, King’s Lynn,
Norkfolk, Royaume-Uni) composant un systtme de diodes électroluminescentes
(LED), en employant un flash de 6 s d’intensité & environ 3500 umol de photons m™. s”
!., qui émet une lumiére rouge de longueur d’onde maximale de 650 nm. Les mesures
ont été effectuées 0, 24 et 72 heures aprés I’exposition des microagues a différentes

concentrations 0, 1, 10 et 100 mg/L d’AgNPs et de TiO,NPs.

Ensuite, pour savoir le volume nécessaire de cellules d’algues pour la filtration, nous
avons réalisé le calcul & 1’aide de la concentration de chlorophylle a et b, selon
méthode de Ritchie (2006), et les données obtenues par la méthode spectro-
photométrique de Lichtenthaler (1987) démontrées ci-dessous, et la teneur totale en

chlorophylle a été présentée en pg.mL™".

Pour I’extraction totale de la chlorophylle, 1 ml de suspension d’algue a été centrifugé
a 900 RPM pendant 10 min. Apres, le culot a été récupéré et nous avons éliminé le

surnageant pour ensuite suspendre de nouveau le culot dans 1 mL de méthanol & 80% a
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65 °C dans un bain-marie pendant 10 min. Aprés refroidissement & température
ambiante, nous avons mesuré 1'absorbance pour chaque échantillon & 652,4 nm, 665,2
nm et 750 nm. Puis nous avons calculé la quantité totale de chlorophylle a+b (ug/mL)

a l'aide de I'équation suivante (Lichtenthaler, 1987):

Y (ng/mL) = (24.93 (A652.4 - A750) + 1.44 (A665.2- A750) (vol.de méthanol/vol.de culture d'algue)
2.3)

2.12  Viabilité cellulaire

L’analyse de la viabilité cellulaire implique l'utilisation d'outils pour qualifier et
quantifier les cellules « vivantes », c'est-a-dire les cellules métaboliquement actives
dans la culture (Rogero et al., 2000). La viabilité cellulaire est donc un moyen de
mesurer l'effet toxique d'un polluant, d’ou I’importance de 1’analyser. Cette technique
a été appliquée aux algues vertes C. reinhardtii de type sauvage (WT) et aux algues
mutantes dépourvues de paroi cellulaire (CWIS) lorsque les cellules sont exposées aux

NPs d’Ag et de TiO».

Il existe d’autres techniques qui permettent d'évaluer la viabilité des cellules comme la
cytométrie en flux. Mais dans le cadre de ce projet, nous avons utilisé la spectroscopie
en lecture de plaque a fluorescence pour évaluer la viabilité des cellules d'algues, car
cette technique est une méthode robuste et facile d’accés. Nous avons utilisé le

marqueur de CMFDA (5-chlorométhylfluoresceine diacétate, Molecular Probes, USA).
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CH,CI

Figure 2.6  Réaction moléculaire du CMFDA avec les estérases et les groupements
thiols protéiques, adaptée de Vincent (2006).

Cette molécule dérivée de chlorométhylfluoresceine peut pénétrer librement a travers
la membrane des cellules vivantes (Mayer er al., 1997; Oukarroum et al., 2007,
Vincent, 2006). A partir du moment ou cette molécule pénétre dans la cellule, une
estérase ira convertir le CMFDA par hydrolyse en un composant fluorescent qui
émettra une fluorescence visible sous lumiére UV (Regel ef al., 2002). Ensuite, une
fois que les groupes fonctionnels du chlorométhyle du CMFDA ont réagi avec les
groupements thiols sur les protéines et les peptides par glutathions (Figure 2.6), il est
possible de déterminer la quantité de cellules vivantes (viables), car les cellules mortes

n’ont pas d’activité estérase (Vincent, 2006).

Chaque échantillon exposé aux NPs d’Ag et de TiO; (et le témoin) est traité avec 5
mM de FDA parl ml d’échantillon & analyser. Un temps d'incubation de 30 min a
l'obscurité est nécessaire a la réaction. La fluorescence est mesurée en utilisant une
longueur d'onde d'excitation de 485 nm et une longueur d'onde d'émission de 530 nm.
Toutes les données de fluorescence ont été recueillies en utilisant un lecteur de plaque
a fluorescence (FI/UV), Tecan, Infinite M200.
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2.13  Détermination d’especes réactives de l'oxygéne

La formation d’espéces réactives a I’oxygéne (ROS) est mesurée a 1’aide de
I’indicateur en perméabilité de cellules 2-7-dichlorodihydro diacétate de fluorescéine
(H,DCFDA). Le principe de la méthode pour la détection de ROS est basé sur la
capacité du H,DCFDA & traverser les membranes directement, du fait qu’il est un
composant apolaire. Une fois dans les cellules, il réagit avec les estérases pour donner
un composé polaire qui reste bloqué dans la cellule, le 2-7-dichlorodihydro
fluorescéine (H,DCF). Ce dernier va réagira avec les ROS et les peroxydases pour
former un composé fluorescent, le 2-7-dichloro fluorescéine (DCF), qui servira
d’indicateur pour 1’analyse indirecte des ROS. C’est cette fluorescence que nous
pouvons analyser, car elle est relative a la formation de ROS. La longueur d’onde
d’excitation se situe & 485 nm et celle d’émission & 530 nm. Dans le contexte de la
mise en évidence de la production de ROS via la photo-catalyse, il est indispensable
d’extraire le matériel enzymatique pour effectuer la réaction entre la sonde et les ROS,
et la réaction sera analysée avec le fluorimétre. Chaque échantillon exposé aux NPs
d’Ag et de TiO; (et le témoin) a été traité avec 5 mM de H,DCFDA par 1 ml
d’échantillon a tester. Un temps d'incubation de 30 min & 'obscurité est nécessaire
pour la réaction. Toutes les données de fluorescence ont été recueillies en utilisant un
lecteur de plaque a fluorescence (Tecan, Infinite M200) tel que décrit dans une étude

précédente (Oukarroum ef al., 2013).

2.14 Concentration d’oxyde de Titane et d'argent

La concentration d’Ag et Ti totaux a €t€ mesurée par spectrométre de masse a
quadripdle avec ionisation a plasma 1100/Agilent 7500c, (ICP-MS, Agilent) a I’Institut
des Sciences de la Mer de I’Université du Québec & Rimouski (UQAR). Nous avons

utilisé la méthode basée sur 1’équilibre de la densité telle que décrite par Perreaut et al.
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(2012). Pour suivre cette méthodologie, nous avons préalablement conditionné nos
échantillons en préparant une solution gradient de saccharose de différentes
concentrations (20%, 40%, 60%, 80%, 100% et 120%). Puis, 3 mL de chaque solution
ont été placés dans les tubes de centrifugation Beckman & une inclinaison de 30° a
partir de la concentration la plus élevée, ce qui forme différentes couches de densité et
qui aidera la séparation de NPs lors de la centrifugation. Pour la centrifugation, aprés
les essais de toxicité (36h d’exposition), 50 mL de chaque échantillon ont été prélevés
et centrifugés. Le culot formé est mis au-dessus de la solution gradient de saccharose
pour étre tout de suite centrifugé a 1000 rpm pendant 20 min dans une centrifugeuse
5810R Eppendorf (Mississauga, ON, CA). Aprés la centrifugation, les cellules
d’algues et les NPs sont séparées et décantées en culot au fond du tube en deux
couches visibles. La couche au-dessus, formée d’algues, a été récupérée a 1’aide d’une
pipette pasteur et filtrée avec un papier-filtre de 0,45 puM. Ensuite, le papier-filtre a été
lavé trois fois avec 10 mL d’une solution d’acide éthyléne-diamine-tétraacétique a 10
mM pour éliminer les restes de NPs collés a la paroi cellulaire des algues ou sur les
filtres. Pour les calculs de poids sec, les filtres ont été séchés séparément a 95 °C dans
une étuve, pendant 24 h, avant et aprés la filtration. Enfin, les filtres et les milieux de
culture utilisés comme blanc ont été placés dans des fioles en téflon lavées a 1’acide

nitrique (HNOj; 10%, H20, 1% et I’eau nanopure) (Perreault, 2012).

Pour la digestion en vue d’une analyse ICP-MS, nous avons ajouté 1 mL de HNOj et 1
mL de H;O;, Les fioles avec bouchon ont été déposées dans un bain d’eau & 90 °C
jusqu’a digestion compléte (environ 1h30). Pendant la digestion, les fioles ont été
ouvertes réguliérement pour laisser échapper le gaz formé. Aprés I’hydrolyse, les
échantillons ont été transférés dans un tube d’essai et on y a ajouté 5 mL d’eau
nanopure pour une dilution & 10% de HNOj; (dilution 9 :10). Les échantillons ont été
refermés avec de la paraffine, puis gardés au réfrigérateur jusqu’au moment d’effectuer
les analyses par ICP-MS (Chokouadeu, 2016; Séguin-Heine, 2013).
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2.15 La spectrométrie de masse ICP-MS

La spe;:trométrie de masse est une technique d'analyse instrumentale rapide, utilisée
pour la séparation d’espéces ioniques en fonction de son rapport masse/charge (m/z).
Sa capacité d'identification est utilisée pour des ions inorganiques simples et des
molécules complexes. Celle méthodologie d’analyse peut étre utilisée a la fois dans le
cadre d’une analyse qualitative ou d’une analyse quantitative. De plus, I’'ICP-MS offre
la possibilit¢ d’analyser simultanément plusieurs éléments chimiques dans des
concentrations de I’ordre du ng L™, et de fournir une grande précision. En résumé, le
principe de fonctionnement de cette technique combine a la fois une torche a plasma
(Inductif Coupled Plasma, ICP) utilisée pour la ionisation des constituants et un
spectrométre de masse (MS) utilisé pour I’identification de ces ions. Dans ce travail,
I’ICP-MS nous a permis de quantifier les métaux totaux d’Ag et de Ti dans le milieu
de culture et dans la biomasse des algues, & partir des étapes essentielles de la
méthode: I’introduction et la nébulisation de I’échantillon, 1’ionisation, la phase de

séparation en masse et enfin la détection.
L’ICP-MS se compose de cinq parties principales a savoir:

1. un systéme d'introduction d'échantillon, généralement nébuliseur;

2. une source d'ions, dans ce cas le plasma (ICP) qui est une source de haute
température qui favorise 1'ionisation;

3. l'interface qui favorise la focalisation des ions, soit le cdne de prélévement et le
skimmer;

4. un systéme d'analyseur de masse (quadripéle);

5. un systéme de détection d'ions (un détecteur multiplicateur d’électrons).
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2.16 Principes de base de la RMN

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une méthode spectroscopique
découverte en 1946 par les chercheurs Felix Bloch et Edwa‘rd Purcell, ou ils ont montré
que les noyaux des atomes absorbaient un rayonnement électromagnétique dans un
champ magnétique (B) intense. Pour cela, ils ont observé les signaux d'absorption de
radiofréquence (RF), notamment de I'eau et de la cire. En 1952, ils ont remporté le prix
Nobel de physique pour cette découverte. Actuellement, la RMN est utilisée pour
I'identification des mélanges et la détermination de la structure de molécules, des plus
simples aux plus complexes, tels que les polyméres ou bio-polyméres (Hayki, 2011).
Elle est aussi utilisée pour des études cinétiques de réactions chimiques et également
dans des applications industrielles telles que la surveillance de réactions pour des
analyses quantitatives de rendement et ce, sans avoir recours a des prétraitements ou
tout type de séparation physique entre les échantillons (Toukach et Ananikov, 2013).
De plus, une des possibilités les plus intéressantes offertes par la RMN est 1’étude
dynamique avec une capacité & sonder les mouvements moléculaires sur une gamme

de temps trés large, a I’échelle atomique (Arnold et al., 2015; Marcotte, 2014)

2.16.1 Généralités de la RMN

La RMN exploite une caractéristique de certains noyaux, soit le spin, qui existe
seulement si A ou Z est impair. La spectroscopie de RMN est due a l'interaction des
noyaux atomiques avec un rayonnement électromagnétique en présence d'un champ

magnétique, ol I'énergie est absorbée ou émise en fonction de I'équation de Planck:

AE = hv 24
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ou:
AE = Différence d'énergie entre les états initial et final
h = Constante de Planck (6,626068 x 10'34m2.kg.s")

v = Fréquence d’irradiation (Hz)
Cette fréquence d’irradiation est app<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>