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RÉSUMÉ 

Ces dernières années, la pollution des milieux aquatiques par les métaux représente un 
problème majeur, nécessitant une évaluation du risque de toxicité à l' aide de plusieurs 
espèces aquatiques. En particulier, le Cu2+ et le Cd2+ sont des éléments traces essentiels 
qui peuvent être toxiques à des concentrations élevées envers les organismes vivants, 
et leur libération dans les eaux usées représente un problème majeur au Canada 
concernant la qualité de l'eau. Dans le développement d'une approche 
d'assainissement des eaux usées, les microalgues peuvent accumuler grande capacité 
des métaux. Par conséquent, l' un des principaux problèmes au niveau cellulaire est 
l'implication des mécanismes moléculaires impliqués au cours de la bioaccumulation 
des métaux dans les cellules d'algue. L'objectif de ce projet est d'étudier les effets de 
la bioaccumulation et la toxicité du Cu2+ et du Cd2+chez l'algue verte O. 
polymorpha exposée pendant 72 h aux différentes concentrations de CuCb et de CdCb. 
La capacité de bioaccumulation du Cu2+ et du Cd2+ dans la biomasse algale a été 
déterminée par spectrométrie d'émission optique à plasma (ICP-OES). Des méthodes 
d'analyses spectroscopiques ont été utilisées pour déterminer les effets toxiques du 
Cu2+ et du Cd2+sur la division des cellules algales, le contenu des pigments et l' activité 
photosynthétique. Nos résultats ont montré que les deux métaux induisent une 
inhibition de la croissance des cellules. Une altération de la teneur totale en 
chlorophylles et caroténoïdes a été observée qui était liée à la concentration de Cu2+ et 
de Cd2+. Le rendement le plus élevé d'accumulation de Cu2+ et de Cd2+a été atteint 
lorsque les cellules algales d' O. polymorpha ont été exposées pendant 48 h à 150 µM 
de CuCb et pendant 24 h à 150 µM de CdCb. La capacité de tolérance d'O. 
polymorpha envers la toxicité de ces métaux est aussi discutée. Par conséquent, cette 
étude contribue à une meilleure compréhension de l'utilisation de l'algue verte O. 
polymorpha dans l' assainissement des eaux contaminées aux Cu2+ et Cd2+. . 

MOTS-CLÉS: Bioaccumulation, Cadmium, Cuivre, Oosystis polymorpha, ICP-OES, 

La fluorescence chlorophyllienne 



INTRODUCTION GÉNÉRALE 

Les rejets de métaux lourds dans l'environnement sont associés avec le développement 

industriel et l' augmentation de la population dans de nombreux pays. Les métaux sont 

des constituants chimiques provenant de sources naturelles, mais avec forte émission 

anthropique provenant surtout des eaux usées industrielles. En particulier, ces effluents 

viennent de nombreuses activités industrielles, telles que l' exploitation minière, la 

corrosion des tubes d' eau, les pesticides, les déchets de rejet, la galvanoplastie, 

l'électrolyse, les engrais, le traitement de surface métallique, l' aérospatiale et les 

installations d'énergie atomique, etc. (Adriano et al. , 2005 ; Gadd, 2009). La 

pollution par les métaux est run des plus graves problèmes env iron nementaux dans les 

mi lieux aquatiques, les métaux lourds sont des polluants les plus couramment trouvés 

à des concentrations élevées dans les eaux usées industrie lles (Wang et Chen, 2009), 

représentant un risque de dommages pour la santé pub lique. Aujourd ' hui, l'un des 

problèmes environnementaux est le traitement des eaux usées industrielles, ce qui 

inclut les métaux lourds comme le plomb, le cuivre~ le cadmium , le zi nc, l'arsenic et le 

mercure. Ces métaux peuvent contaminer des eaux de surface et souterraines, et 

perturbant l' équilibre des écosystèmes (Eliott,2001). En outre, les métaux deviennent 

toxiques à des concentrations élevées en raison de leur capacité à s' accumuler dans les 

organismes vivants. Les métaux peuvent provoquer diverses maladies et incapacités: 

Nous savons que l' homme a été de plus en plus exposé aux métaux lourds via la chaîne 

alimentaire, pouvant causer des effets perturbateurs sur le système nerveux, la 

circulation sanguine, le système immunitaire et la reproduction (Tchounwou et al. , 

2012). En particulier, le cuivre est un oligoélément essentiel à la vie humaine, mais une 

grande quantité est toxique pour les organismes vivants. Les effets toxiques du cuivre 

sur la santé humaine sont connus en altérant le cerveau, le pancréas, le foie , la peau et 

le cœur (Davis et al., 2000). Par contre, le cadmium est un métal très toxique affectant 

la physiologie des organismes à de faibles concentrations (Di Sanità Toppi et Gabrielli , 
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1999). La plupart des implications majeures pour la santé du Cd2+ chez l'homme se 

compose d ' une atteinte hépatique, d ' une dysfonction rénale et de ) ' hypertension 

(Klaassen , 2001 ). 

Par conséquent, l' assainissement des métaux lourds contenus dans les eaux usées est 

essentielle à la protection de l'environnement. Plusieurs méthodes existent pour 

enlever les ions métalliques de la solution aqueuse. Les technologies conventionnelles 

physico-chimiques (échange ionique, précipitation, galvanoplastie, évaporation, 

procédé à membranes) sont coûteuses et enlèvent de façon incomplète les métaux 

produisant des boues toxiques (Tarn et Wong, 1995). La bioremédiation des métaux 

lourds provenant des eaux usées par les organismes vivants peut avoir des avantages 

(rendement élevé, faible coût, régénération des biosorbants, récupération des métaux) 

et des inconvénients (inhibition de la croissance, de la division cellulaire, de l' appareil 

photosynthétique, et de plusieurs enzymes) (Volesky et Holan, 1995 ; Salman et al. , 

2014). 

Ces dernières années, l'utilisation des microorganismes a été choisi comme une option 

efficace pour le développement de procédés de traitement des eaux usées , en utilisant 

différents matériaux biologiques comme les algues, les bactéries, les champignons et 

les levures (Wang et Chen, 2009) . L ' utilisation des biosorbants pour le traitement de 

l' eau contenant des métaux a été largement discutée dans plusieurs études (Veglio et 

Beolchini , 1997; Demirbas, 2008; Davis et al. , 2003). Certains biosorbants sont 

considérés comme efficaces en raison de la capacité d' absorption élevée, et donc ils 

sont d'un grand intérêt pour la recherche et le développement (Kuyicak et Volesky, 

1990; Rincon et al. , 2005 ; Brinza et al. , 2007; Khani, 2011 ). Les algues ont de faibles 

besoins en nutriments, et ils produisent une importante biomasse en comparaison aux 

microbes, bactéries et champignons. De plus, ils ne sécrètent pas de déchets 
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toxiques. Cependant, il faut connaître la capacité des cellules d'algues à bioaccumuler 

et à tolérer les métaux toxiques sous différentes conditions environnementales. 
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OBJECTIF 

L'objectif principal de cette étude consiste à déterminer la capacité de bioaccumulation 

du cuivre et du cadmium dans les cellules d'algues vertes de Oocystis polymorpha. 

Notre hypothèse principale est que l'efficacité de la bioaccumulation de Cu2+ et de Cd2+ 

dépend du métal , de la concentration et de la durée d' exposition. Les objectifs 

spécifiques sont: 1- La détermination de la capacité de bioaccumulation lorsque les 

cellules algales de O. polymorpha sont exposées aux différentes concentrations de 

CuCh et de CdCh pendant 72 h; 2- L' évaluation des effets toxiques de Cu2+ et de Cd2+ 

bioaccumulée sur la division cellulaire et l'activité photosynthétique. 

Ce mémoire de Maîtrise est organisé en quatre grands chapitres. Dans le premier 

chapitre, Je contexte environnemental est défini , tel que la pollution de l' eau, le métal 

utilisé dans cette étude (Cu2+ et Cd2+), la technologie de phytoremédiation pour 

l'assainissement de l' eau. Dans le deuxième chapitre, la théorie des algues vertes est 

présentée comme la cellule végétale, la sélection de l'algue verte O. polymorpha, les 

mécanismes de la photosynthèse, l'interaction des métaux au niveau cellulaire. Dans 

le troisième chapitre, les approches méthodologiques ont été présentées telles que la 

division cellulaire, l'émission de fluorescence de la chlorophylle et l'évaluation de la 

bioaccumulation des métaux. Enfin, les résultats obtenus sont présentés et discutés 

dans le quatrième chapitre. 



CHAPITRE I 

REVUE DE LITTÉRATURE 

1.1 Contamination de l'eau 

L' eau a divers usages tels que la consommation, les activités agricoles , aquacoles et 

industrielles. L'utilisation de l'eau pour la consommation est inférieure à 0,007 % de 

l' eau totale sur terre , et moins de 1 % de toutes les eaux douces est facilement disponible 

pour usage humain (Vanloon et Duffy, 2005). Donc, la protection des ressources en eau 

et la lutte contre la pollution sont essentiels pour la préservation de la qualité de l'eau et 

notre bien-être (Mendie, 2005). Les eaux usées municipales au Canada représentent une 

des principales sources de pollution comportant des _bactéries pathogènes, des produits 

chimiques, des déchets biologiques, des éléments nutritifs avec une potentialité 

d' endommager la santé humaine et l'environnement (Environnement 

Canada~ 2011). Par conséquent, l'eau potable peut être contaminée par divers 

contaminants qui peuvent avoir des effets sur la santé humaine, comme les virus, les 

bactéries, les métaux lourds, les nitrates, les sels et les rejets industriels (Singh et al., 

2003). D' autre part, la pollution diffuse d'origine domestique et agricole peut conduire 

à une contamination des eaux de surface et souterraines via le ruissellement des métaux 

et des pesticides (Jain, 2004). 

1.1.1 Les métaux lourds 

Les métaux lourds représentent un groupe de métaux de densité supérieure à 5,0 g par 

cm3
, comme par exemple le mercure (Hg), le cadmium (Cd), le plomb (Pb), l' aluminium 

(Al), le chrome (Cr), l'argent (Ag), l' étain (Sn). Provenant surtout des activités 

anthropiques, ce sont des polluants environnementaux dangereux présents dans 



6 

l' atmosphère, le sol et l' eau (Ma et al. , 1994; Msaky et Calvert, 1990; Fergusson, 1990). 

Ces métaux pénètrent dans le corps humain principalement par l'inhalation et l' ingestion 

(Bi los et al., 200 l ). La consommation des métaux par l'alimentation a été signalée dans 

plusieurs populations humaines de nombreux pays (Singh et al. , 2005; Hang et al., 

2009). Les études écotoxicologiques sont donc devenus d'un grand intérêt pour la santé 

environnementale et humaine. La biodisponibilité des métaux par les organismes 

aquatiques est principalement déterminée par leur état oxydation ou spéciation. Les 

métaux lourds sont connus pour interagir avec les protéines, en particulier leurs 

groupements carboxyles, sulfhydriles et imidazole (Chen et al. , 20 l l ). Les métaux 

lourds peuvent donc inhiber les réactions enzymatiques, altérer la membrane cellulaire 

et des fonctions physiologiquement importantes situés sur la membrane (Hogan, 2010). 

1.1.2 Les sources anthropiques de métaux lourds 

Les métaux lourds sont des composantes essentielles de l'écosystème et existent dans 

l' environnement avec un large éventail d'états d ' oxydation et d'espèces chimiques. La 

teneur en métaux lourds dans la biosphère a augmenté en raison de l'activité économique 

de l'homme (Baker et al. , 1990). Les métaux comme le zinc (Zn) et le cuivre (Cu) sont 

essentiels à la vie, alors que d'autres tels que le plomb (Pb) et le mercure (Hg) ne sont 

pas connus pour exercer une fonction biochimique bénéfique (Allan, 1997). Les métaux 

comme le cuivre (Cu), le cobalt (Co), le chrome (Cr), le manganèse (Mn), le fer (Fe), le 

magnésium (Mg), le molybdène (Mo), le nickel (Ni), le sélénium (Se) et le zinc (Zn) 

sont des nutriments nécessaires pour de nombreuses fonctions biochimiques et 

physiologiques (Genève, 1996). D'autres métaux tels que le cadmium (Cd) , 

l'aluminium (Al), l'arsenic (As) , l'antimoine (Sb) n'ont aucune fonction biologique et 

sont considérés comme non-essentiels (Chang et al., 1996). Le tableau 1.2 montre les 

effets indésirables des métaux lourds sur la santé humaine (dommages cellulaires et 

tissulaires, maladies). La toxicité des métaux dépend de plusieurs facteurs comprenant 
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la dose, la voie d'exposition et les espèces chimiques, ainsi que le sexe, l' âge, la 

solubilité et l' état nutritionnel des individus exposés (Hani et Anal , 1990). 

Les sources de métaux lourds dans l'environnement sont d' origine géogénique, 

atmosphérique, industriel , agricole, domestique et pharmaceutique (He et al. , 2005). La 

pollution de l'environnement par les métaux s'est répandue via les activités industrielles 

et minières à la fin du 19ème et au début du 20ème siècle (Kennish, 1996). La pollution 

environnementale est très importante dans les zones de sources ponctuelles, telles que 

les mines, fonderies , affineries et autres activités industrielles transformant les métaux 

(Cotte-Krief et al. , 2000; Bu-Olayan et al., 2001; Esser et Volpe, 2002). Les installations 

industrielles ont conduit à des concentrations très élevées de métaux lourds dans 

l'environnement, d'ordre de 100-1000 fois supérieures à ceux de la croûte terrestre, et 

les organismes vivants peuvent être exposés à des niveaux encore plus élevés 

(Macfarlane et Burchett, 2001; Bradl, H., 2002; He et al. , 2005 ; Leung et Jiao. , 2006). Il 

existe aussi des sources de pollution diffuses provenant de zones agricoles par 

exemple (Adriano et al. , 2005; Gadd, 2009). Les métaux sont aussi présents dans les 

systèmes aquatiques par suite de l'érosion des sols et des roches et des éruptions 

volcaniques (Gonzalez et al. , 2007). La figure 1.1 présente la diversité des sources 

anthropiques: Les eaux usées industrielles, les exploitations minières, le ruissellement 

urbain, le ruissellement agricole, les usines de traitement des eaux usées, les loisirs et les 

décharges d'ordures ménagères. 
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Figure 1.1 Les métaux lourds sont rejetés dans l'environnement aqueux provenant de 

différentes sources. Les sources typiques sont les usines de traitement des eaux usées 

municipales, les industries manufacturières, les mines, et les zones agricoles. Les 

métaux lourds sont absorbés par les organismes aquatiques causant des effets toxiques 

(John et al., 1995) 



Tableau l .2 Les sources majeures et les effets des métaux lourds sur la santé humaine 
(Salman et al., 2014 ) . 

. Métaux. lourds Sourr.e majeure 

Plomb exploitation minlère, peindre, des 
pîgmetrts, galvanoplastie, fabrication 
de piles, combustion de charbon 

Cuivre Le placage, polissage du cuivre,, 
peindre, opérations <l1impressioo 

Effet toxique 

Anémie, dommages cérébraux, 
anorexie, malaise, 
perte d:appéti~ foie, rénale, 
dommages gastro-intestinaux, retard 
mental chez les enfants 

Neumtoxicîté, toxicité aiguë, 
vertiges0 la diarrhée 

Cadmium Plastique, Le soudage, pesticide, ]es lèsion rénale, bronchite, trouble 

Zinc 

I\-iercure 

Nickel 

Arsenic 

Cbrom 

engrais, exploitation minière, raffinage gastro-intestinal, moelle osseuse, 
cancereux, msuffis.anœ pulmonaire, 
hypertension,, maladie mentale, 
perte de poids 

exptoitatim mifilère, raffineries, 
fabrication en laiton, repclpant 

Batteries, industrie du papier, 
industries de la peinture, expioitation 
minière 

émaillage de porcelain, métal non 
ferreux, fotmulation de peinture, 
galvanoplastie 

Fonte, exploitation m1nière~ 
sédimentation <les roches, pesticide 

Textile, teinture, pcintures et pigments, 
Fabrication <lracier 

Causer la fièvre des fondeurs, 
détresse gastro-intestinale 

dommages au SJstème nerveux, 
imoxication par le protoplasme, 
corrosif pour la peau, les yeux, les 
musde5, la dermatite, lésion rénale 

fa bronclùte chronique, fonction 
pulmonaire réduite, cancer du 
p-000100 

1a bronchite, la dermatite, 
dépression de la moelle osseuse, 
hémolyse, hépatomégalie . 

Cancérogène, mutagène,, 
tératogérucité, nausée de douleur 
épigastrique, vomissement, diarrhée 
sévère, produisant des tumeurs 
pulmonaires 

9 
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1 .2 Le cuivre 

1.2.1 Le cuivre dans l'environnement 

Un des premiers métaux utilisés par l'homme est le cuivre du fait qu 'on le trouve dans 

des gisements minéraux de beaucoup de régions du monde, et bien qu ' il puisse être 

facilement travaillé, il a une résistance élevée à la corrosion (Angeles Cid, 1995). Le 

Cuivre est surtout présent dans la croûte terrestre sous forme de sulfure de cuivre (la 

chalcocite, Cu2S), de sulfure de cuivre-fer (la chalcopyrite, CuFeS2), de bonite 

(CusFeS4), et aussi comme des minéraux oxydés tels que les carbonates, sulfates et le 

cuivre des hydroxyle-silicates (Kiaune et Singhasemanon., 2011) Le cuivre se retrouve 

dans l' eau de surface, l'eau souterraine, l'eau potable et l'eau de mer, mais il est 

initialement présent sous forme de complexes ou de matière particulaire (A TSDR, 

2002). En Amérique du Nord, les concentrations de cuivre dans les eaux de surface 

varient entre 0,0005 et 1 mg/L, la valeur médiane étant de 0,01 rng/L (A TSDR, 

2002). Au Canada et aux États-Unis, les concentrations de cuivre dans l'eau potable 

peuvent varier de 0.005 à 30 mg/L, et la principale source provient de la corrosion des 

canalisations internes de cuivre (U.S. National Research Council, 2000). 

1.2.2 La toxicité du cuivre 

Le cUivre est un oligo-élément essentiel pour le fonctionnement des plantes, des 

microorganismes et des animaux en raison de son exigence pour de nombreux processus 

métaboliques particulières (ICA, 1995). En particulier, il est essentiel pour de 

nombreuses fonctions biochimiques, comme par exemple la catalyse de réactions 

d'oxydo-réduction dans le cytoplasme, la mitochondrie et le chloroplaste des cellules 

(Fargasova, 2004), ou bien comme un transporteur d'électrons durant la respiration 

(Yruela, 2009). Le cuivre participe aussi dans la lutte des espèces réactives de l' oxygène 
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comme la Cu/Zn superoxyde dismutase (SOD) qui convertit l'anion superoxyde en 

dioxygène et peroxyde d'hydrogène (ICA, 1995). 

Dans le sol, le Cu2+ existe sous plusieurs espèces chimiques, mais il est principalement 

absorbé comme un élément nutritif par les plantes sous forme de Cu2+ (Maksymiec, 

1997). L' accumulation du Cu2+ peut atteindre des concentrations de 20 et 30 µg·g- 1 de 

poids sec (Pham et al., 2013). La caractérisation primaire de toxicité du Cu2+ est 

l'inhibition de l' élongation des racines et la croissance de la plante (Tsay et al. , 

1995). Les effets du Cu2+ provoquent d'autres symptômes comme la nécrose, la chlorose 

et la décoloration des feuilles (Yruela, 2009). Le changement . rédox du Cu+ en 

Cu2+ induit la formation d' espèces oxygénées radicalaires comme l' oxygène singulet 

(02
-) et le radical hydroxyle (HO"), et ces espèces oxydatives provoquent des dommages 

aux macromolécules biologiques, comme l' ADN, I' ARN, les protéines, les lipides et les 

glucides (Lombardi et Sebastiani, 2005; Yurekli et Porgali, 2006). Tl a aussi été 

démontré que la toxicité du Cu2+ induit une réduction de l'activité photosynthétique par 

une baisse du rendement quantique du photosystème II (Alaoui-Sosse et al., 2004; Pesko 

et Kralova, 2013). 

Également, les êtres humains sont exposés au cuivre par l' inhalation de particules de 

Cu2+, l'ingestion d' eau ou de nourriture contaminée par le cuivre. Cependant, la toxicité 

du cuivre pour l' être humain est relativement faible par rapport aux autres métaux tels 

que le cadmium, le mercure, le plomb et le chrome. Les effets toxicologiques qui 

peuvent être induites par les ions cuivre (Cu2+) peuvent provoquer des dépôts dans le 

cerveau, le foie, la peau, le pancréas et le myocarde (Davis et al. , 2000). 
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l .3 Le cadmium 

1.3. l Le cadmium dans l'environnement 

Le cadmium (Cd2+) est un métal lourd non-essentiel au vivant possédant une densité de 

8.6 g/cm3
, et c'est un métal largement utilisé dans l' industrie. La figure 1.2 présente les 

différentes utilisations du cadmium. Environnement Canada indique bien que 

l'utilisation majeure du Cd2
+ . est dans les batteries. Ce métal est aussi utilisé dans 

l'industrie de la galvanoplastie comme un protecteur contre la corrosion. D'autres 

utilisations comprennent les pigments et les stabilisants de plastique. Le cadmium 

évolue en environnement ses concentrations en raison de l'industriel et intérieur rejet 

des effluents non traités Kaviraj et Das, 1995; Unlu et al., 1999). Le Cd2+ est un métal 

qui arrive généralement en faibles concentrations avec d'autres éléments métalliques 

dans l'écosystème. Il contamine donc l'environnement à partir de multiples sources 

comprenant \' élimination insuffisante des déchets électroniques et des produits 

industriels. 
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Utilisations de cadmium 

• Batteries 
• Pigments 

Revêtements & placages. 
If Stabilisants PVC 

• Alliages 

Figure 1.2 La production de cadmium et son utilisation au Canada (Environnement 
Canada, 2010). 

1.3.2 Le cadmium dans l'eau potable 

Les normes de l' eau potable pour le cadmium tel que défini par le Service de santé 

publique des États-Unis est de 0,01 ppm (United States Public Health Service, 1962). Il 

a été démontré que les concentrations de cadmium dans les eaux naturelles non polluées 

sont généralement inférieure à 1 µg/L (Friberg et al. , 1986). Les concentrations 

moyennes de cadmium dissous mesurées aux 110 stations du monde entier étaient < 1 

µg/L, la valeur maximale mesurée étant de 1 OO µg/L dans le Rimao de Rio au Pérou 

(WHO, UNEP 1989). La contamination de l' eau potable provient principalement des 

tuyaux galvanisés, y compris le chauffe-eau, les soudures de raccords, les refroidisseurs 

d'eau et de robinets. 
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1.3.3 La toxicité du cadmium 

À de faibles concentrations, c'est l'un des plus toxiques métal affectant l' activité 

physiologique des organismes, et sa propriété d' être bioaccumulée facilite la 

contamination du Cd2+ dans la chaîne alimentaire (Prasad, 1995). Les effets toxiques du 

Cd2+ sur la croissance et le métabolisme des plantes ont été investigués dans plusieurs 

études, et les résultats ont montré que le Cd2+ inhibe la croissance des plantes et perturbe 

le fonctionnement de la photosynthèse, le métabolisme du sucre, plusieurs activités 

enzymatiques et l' assimilation des sulfates (Sanità di Toppi et Gabbrielli, 1999; 

Kevrefan et al., 2003 ; Sottnfkova et al. , 2003). Malheureusement, il a été démontré que 

l'alimentation humaine est la principale source d'exposition au cadmium chez les non­

fumeurs de la plupart des régions du monde (Hovinga et al. , 1993). Une étude récente a 

montré que le Cd2+ est disponible dans presque tous les aliments, mais les concentrations 

peuvent varier selon le type de nourriture et le niveau de contamination de 

l'environnement (Saha et al. , 2010). Les études de toxicité du cadmium sur la santé 

humaine ont montré que le Cd2+ est connu pour causer l'emphysème, la bronchite, les 

troubles gastro-intestinaux, la protéinurie, l'hype1tension, l' anoxémie, la perte de poids 

et des changements artériels préjudiciables dans les reins (WHO, 2001; K. K. Singh et 

al., 2006). Bien qu'aucune preuve concluante n'ait été démontrée concernant \'induction 

d'un cancer par le cadmium, il existe suffisamment de preuves indiquant que le cadmium 

a des propriétés cancérogènes plus précisément pour les reins, la prostate et les poumons 

(Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2008). 
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1.4 La technologie du traitement des eaux usées 

En raison des activités anthropiques, les contaminants.organiques et les métaux peuvent 

se retrouver dans les eaux usées représentant un risque de toxicité pour la santé des 

écosystèmes aquatiques et la qualité de l'eau. La figure 1.3 présente les différentes 

approches technologiques physiques, chimiques et biologiques pour le traitement des 

eaux usées selon un ordre logique d'application. De plus, il existe plusieurs 

méthodes pour éliminer les contaminants des eaux de surface, des eaux souterraines et 

du sol, telles que: extraction et la dégradation des polluants, la stabilisation des 

contaminants sous une forme moins soluble ou toxique, le confinement ou bien le 

recyclage de la matière contaminée après l'action d'un traitement (Nathanail et Bardos, 

2004; Scullion, 2006). Les technologies de bioremédiation représentent aussi une 

approche alternative d' assainissement de l'environnement en offrant un avantage sur les 

coûts. li existe de nombreux organismes qui peuvent accumuler des substances toxiques 

dans leur biomasse à des concentrations beaucoup plus élevées que dans la matrice 

environnementale (Cunningham et Berti, 1993; Kord et al., 2010). En particulier, la 

phytoremédiation utilise les plantes pour l'assainissement du sol contaminé aux métaux 

et autres polluants organiques (Cunningham et Berti, 1993: Rumer et Ryan, 1995). En 

sélectionnant les espèces végétales appropriées, la méthode de la phytoremédiation 

utilise des plantes qui ont une capacité considérable d' absorber et d'accumuler les 

métaux, accélérant la décontamination de l' écosystème terrestre (Mudgal et al. , 2010). 

La figure 1.4 montre les différents processus impliqués dans la phytoremédiation des 

contaminants. 



Préliminaire 

Élimination des agents pathogènes et des 
nutriments 

Chimique, photochimique, biologique 

Élimination des matières 
organiques Biologique 

-- · ·- - · ······ · ······ · ·-·· · · ·· ···· · · ··············· 

Élimination des solides en suspension 
Chimique, physique 

Élimination des matières 
organiques 
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Figure 1.3 Les différentes approches technologiques dans le traitement des eaux usées 

(Frost et Sullivan, 2010). 

Phyt.odégrédation 

Phytovolatilisation 

• 
Polluant 

• ) . , .. 
Phytostimulation Phyt:ostabil isation 

Figure 1.4 Différents processus impliqué dans la phytoremédiation (Pillon et Sm its, 
2005). 
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l .4.1 L' utilisation des algues dans le traitement des eaux usées 

Depuis plusieurs années, l'utilisation des algues est d'un grand intérêt croissant pour la 

biosurveillance et la lutte pour l'eutrophisation, les polluants organiques et inorganiques 

(Ben Chekroun et al. , 2013). En particulier, les microalgues peuvent éliminer les métaux 

lourds de l'eau polluée, des algues ont été utilisés comme biosorbants en raison de leur 

grande disponibilité, leur superficie relativement élevée et leur capacité d'absorption 

élevée (Mehta et Gaur, 2005; Singh, Mehta et Gerard. , 2007; Yalcm et al. , 2008; Laib 

et Leghouchi , 2012). La figure 1.5 montre les différentes applications des cultures des 

algues dans des photobioréacteurs pour le traitement des eaux usées. La biomasse produite 

microalgues peut être utilisée pour la production de biocarburants (biodiesel) de biogaz 

(méthane) et d'autres sous-produits à haute valeur ajouté. 

La tolérance envers les métaux peut être conférée par leur immobilisation dans la paroi 

cellulaire (Baghour et al. , 2002; Davis et al., 2003), ou par leur compartimentation dans 

les vacuoles (Vazquez et al. , l 994). Certaines algues ont montré une grande capacité 

d'accumulation cellulaire en métaux grâce à des mécanismes de tolérance comme les 

phytochélatines et les métallothionéines pouvant former des complexes avec les métaux 

et les transloquer dans la vacuole cellulaire (Suresh et Ravishankar, 2004; Gosavi et al. , 

2005). 
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Figure 1.5 Représentation schématique des différentes applications de culture des algues dans 
des photobioréacteurs (Y afei, 2014 ). 

1.4.2 Les mécanismes d'absorption des métaux lourds par les algues 

Les cellules contiennent des protéines et des polysaccharides qui offrent des sites de 

liaison pour les métaux. L ' absorption des métaux par la biomasse est un processus en 

deux étapes (Ahluwalia et Goya! , 2003): La première étape est l'interaction 

stœchiométrique entre les composants de la cellule et les ions métalliques ; La deuxième 

étape est l' accumulation des métaux sur les sites de fixation. La figure 1.6 montre les 

mécanismes d'absorption qui sont importants (Herrero et al., 2006; Li et al., 2006): 

Échanges d' ions entre les protons et les ions métalliques, l' adsorption par les forces 

physiques, les interactions électrostatiques (Han et al., 2006), la chélation, la 

complexation (Li et al., 2006), et la microprécipitation (Gupta et al., 2006). La fixation 

des ions métalliques à la surface de l' algue dépend de différentes conditions: Charge 
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ionique de l' ion métallique, l'espèce de l'algue, et la composition chimique de la 

solution (Crist et al. , 1981 ). 
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Figure 1.6 Les mécanismes de biosorption (Alluri et al,2007) 



2.1 Algues vertes 

CHAPITRE II 

BIOCHIMIE DES ALGUES VERTES 

Du groupe des chlorophycées, les algues vertes sont des organismes eucaryotes 

photosynthétiques caractérisés des chloroplastes contenant deux types de membranes 

thylakoïdes (grana et stroma) et les chlorophylles a et b (Proschold et Leliaert, 

2007). La plupart des espèces d ' algues vertes possède un noyau, une paroi cellulaire, 

un chloroplaste, un pyrénoïde (une région de forte densité contenant des grains 

d'amidon) , des stigmates et des flagelles . Ces algues vertes sont largement répandues 

dans les environnements d'eau douce, mais certaines espèces sont également 

disponibles dans les habitats terrestres et les eaux marines ou saumâtres (Singh et 

Shan na, 2012). 

2.1.1 Oocystis polymorpha 

Les algues de la fam ille des Oocystaceae ont des formes plus ou moins sphériques, 

ellipsoïdal ou coniques, indiquées par la paroi (Hepperle et al., 2000) . De la famille des 

Oocystaceae, cette espèce d ' algue verte se retrouve dans plusieurs plans d ' eau, 

particulièrement dans le plancton de petits lacs et étangs (Stoyneva et al., 2007). Il a 

été constaté que cette espèce d'algues vertes peut varier de diamètre entre 2 et 20 

µm (HepperJe et al., 2000). La figure 2.1 montre une image microscopique de cellules 

de Oocystis polymorpha qui a été utilisé dans cette présente étude. Par conséquent, ce 

rapport décrit les caractéristiques physiologiques et biochimiques de Oocystis 

polymorpha. 
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Figure 2.1 Image microscopique de cellules de Oocystis polymorpha (Hepperle et 
al., 2000). 

2.1.2 Applications des microalgues en biotechnologie environnementale 

Les algues représentent un groupe essentiel d'organismes pour une utilisation 

biotechnologique, particulièrement dans la production de bioproduits à haute valeur 

ajoutée, dans les procédés et services, servant ainsi les industries alimentaires et 

médicinales. La cultivation des algues vertes dans des bioréacteurs offre la possibilité 

pour de nombreuses applications pratiques: Le traitement des eaux usées, la production 

de nourriture, la production de bioproduits pharmaceutiques, l' utilisation comme 

engrais en agriculture, le captage du C02 atmosphérique, la détection de polluants 

environnementaux, et la production de biodiesel (Barsanti et Gualtieri, 2006; Arora M., 

2011 ). Comme ressources biologiques, certaines espèces de microalgues comme la 

spiruline sont massivement cultivées comme additifs alimentaires en raison de leur 

haute valeur nutritive (Arora et al. , 2013). 
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2.2 La photosynthèse 

Les organismes photosynthétiques sont largement distribués sur la planète, et ils 

peuvent coloniser plusieurs écosystèmes terrestres et aquatiques. La photosynthèse est 

un processus essentiel et à la base de la croissance et du développement des organismes 

végétaux, en captant l' énergie lumineuse grâce aux pigments chlorophylliens 

(Hippler et al. , 2001). La figure 2. l présente le processus global de la photosynthèse 

qui peut être abrégée selon l'équation suivante: 6 C02 + 6 H20 +énergie lumineuse 

=> C6H12Ü6 + 6 02. Les réactions photosynthétiques sont divisées en deux étapes, 

l' étape lumineuse et celle obscure. Durant l'étape lumineuse, les réactions 

photochimiques sont activées par l'énergie lumineuse dans les membranes de 

thylakoïdes: les pigments chlorophylliens absorbent les photons et transfèrent l'énergie 

d' excitation au centre réactionnel qui induit la réaction photochimique primaire et le 

transport des électrons photosynthétiques. Ces réactions vont permettre la synthèse de 

composés chimiques hautement énergétique, l'adénosine triphosphate (ATP) et le 

nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH). Ces molécules constituent 

une source d'énergie pour l'étape obscure durant laquelle le dioxyde de carbone est 

fixé dans le stroma du chloroplaste. 
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·~ Sugar 

Figure 2.2 Le processus de la photosynthèse (Raghavendra, 1998) 

2.2.1 Les pigments chlorophylliens 

Bien qu 'il existe un grand nombre de pigments photosynthétiques, seulement deux 

types de chlorophylles se retrouvent chez les plantes supérieures, les chlorophylles a 

et b (Scheer, 2004). La figure 2.2 montre la structure chimique de la molécule de 

chlorophylle (CssH12N40sMg). Coordonné par quatre atomes d'azote, l'atome de Mg 

se trouve au centre du noyau porphine de la molécule de chlorophylle. 



Chlorophylle a R = CH 3 
Chlorophylle b , R = CHO 

l'anneau de porphyrine est représenté en rouge 

Figure 2.3 Structure des chlorophylles a et b 
(http://Commons.wikimedia.org/wiki/file:Chlorophy ll a b ). 
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La figure 2.3 illustre les spectres d'absorption des molécules de chlorophylles. Les 

chlorophylles absorbent principalement les régions bleue et rouge du spectre du visible, 

mais avec une différence dans les spectres d'absorption entre les chlorophylles a et 

b. La chlorophylle a possède des pics d'absorption maximum à 430 et 662 nm, tandis 

que la chlorophylle b a des pics d'absorption maximum à 455 et 644 nm (Blankenship, 

2014). Par contre le spectre d'absorption des caroténoïdes est entre 400 et 500 nm, leur 

donnant leur couleur orange. Il existe deux groupes de caroténoïdes: Les carotènes 

(hydrocarbures cycliques) et les xanthophylles (hydrocarbures contenant de 

l'oxygène) (Lemoine et Schoefs. 2010). Les plus courants impliqués dans la 

photosynthèse sont le ~-carotène, la zéaxanthine, la lutéine et la violaxanthine. Les 
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caroténoïdes sont des pigments complémentaires aux chlorophylles participant dans la 

collecte de l'énergie lumineuse, et elles participent aussi dans les mécanismes de 

photoprotection de la photosynthèse contre les espèces réactives de l'oxygène. En 

particulier, les caroténoïdes sont impliqués dans la régulation du transfert d ' énergie en 

dissipant l' énergie excédentaire dans un processus appelé le cycle des xanthophylles 

(Blankenship, 2014). 

Caroténoides Chlorophylle b Chlorophylle a 

l ongueur d•onde (.nm) 

Figure 2.4 Les spectres d'absorption des chlorophylles a, b et des caroténoïdes 
(http://www.mhhe.com/biosci/ genbio/raven6b/ graphics/raven06b/ other/raven 06b 10. 
Q@. 
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2.2.2 Structure de l'appareil photosynthétique 

2.2.2. l Structure des chloroplastes 

L'appareil photosynthétique se retrouve dans des chloroplastes des cellules végétales. 

La figure 2.4 montre la structure interne du chloroplaste. Cette organelle est composée 

d'une double membrane, d'un cytoplasme, et d' un système de membranes de 

thylakoïdes formant le granum relié aux lamelles du stroma. Un liquide aqueux alcalin, 

riche en protéines forme un environnement interne appelé le stroma. À l' intérieur du 

stroma, on retrouve des granules d' amidon et des plastoglobules qui sont des 

compartiments de lipoprotéines contenant des enzymes biosynthétiques, des 

caroténoïdes, des plastoquinones et du tocophérol (Austin et al., 2006). De plus, le 

chloroplaste possède son propre système génétique permettant la synthèse de la plupart 

des protéines chloroplastiques (Martin et Herrmann, 1998; Moore et al. , 2010). 
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le chloroplaste 

Membrane extérieure 

Espace intermembranaire 

Membrane interne 

} 
Granum 

(pile de thylakoïds} 

Compartiment thylakoïde Thylakoîdes stromaux 

Figure 2.5 Structure du chloroplaste. "Chloroplaste mini," de Kelvin Ma (CC BY 3.0) 

2.2.2.2 La membrane de thylakoïdes 

La membrane thylakoïde contient tous les complexes protéiques participant dans les 

réactions photochimiques de la photosynthèse, et la figure 2.5 illustre l' organisation de 

l'appareil photosynthétique et son fonctionnement. Le photosystème II (PSII) se 

retrouve principalement dans les thylakoïdes du granum, alors que le photosystème 1 

est présent dans les lamelles exposées au stroma. Des systèmes de pigments 

chlorophylliens forment deux types d'antennes collectrices de lumière, celles internes 

situées près du centre réactionnel des photosystèmes et celles périphériques se 

composant principalement de chlorophylles a et b (Jansson, 1994). Contrairement aux 
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autres complexes de protéines, le cytochrome b6f (cyt bd) est distribué uniformément 

sur les membranes de thylakoïdes (Govindjee et al., 2010). 

Energy îransductjon complexes ln tnyîakoi'd m:embranes 

4W+ 

Photosystem H 

Stroma ADP+P1 4H' ~ 
Photon 2 NADPH 

~DP'+~H' 

Cytochrome b6/ f Photosystem 1 
complex 

Thytakold lumen 

ATP Synthase 
complex 

Figure 2.6 Les réactions photochimiques des photosystèmes Il et l, et le transport des 

électrons dans la membrane de thylakoïdes. P680, le centre de réaction PSU; P700, le 

centre de réaction du PSI; Cyt, cytochrome; PC, plastocyanine; Fd, ferredoxine; b6f, 

membrane intégrale dimérique; FNR, ferredoxine-NADP réductase. (Govindjee et al., 

20 10). 
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2.2.3 Structure et fonction du photosystème II 

Le photosystème TI effectue les premières réactions photochimiques de la 

photosynthèse durant lesquelles les électrons sont transférés jusqu 'au photosystème 1 

(Lawlor, 2002; Poulson et al. , 1995 ; Kramer et al. , 2004). La figure 2.6 illustre 

l' organisation structurel et fonctionnel du photosystème II. Associé au cœur du 

photosystème TI , de nombreux complexes de protéines (CP43 et CP4 7, CP29, CP26 et 

CP24) sont connectés à 40-50 molécules de chlorophylle et des dizaines de molécules 

de P-carotène (Bassi et al. , 1997). Le centre réactionnel du photosystème II est 

composé de deux protéines majeures, Dl et D2 (le poids moléculaire de 34k Da et de 

32 kDa respectivement) (Heller et al. , 1998). Il y a aussi le P680, une paire spéciale de 

molécules de chlorophylle, qui est responsable de donner un électron au système de 

transport d' électrons transmembranaires (du thylakoïde ). Les électrons sont transférés 

à la phéophytine, puis aux quinones A et B (QA et Qs), puis à la plastoquinone (PQ) et 

au cytochrome b6f, puis à la plastocyanine (PC), jusqu' au photosystème l (Rivas et al. , 

2004; Baker et al. , 2008). Le complexe de dégagement d'oxygène, composé d' un 

tétramère de manganèse (Mn4+), permet au centre réactionnel P680 de donner un 

électron, en effectuant la photolyse de l' eau et produisant de l'oxygène. Le bris de deux 

molécules d' eau est nécessaire pour fournir des électrons permettant de réduire le P680 

(Diner et Babcock, 1996). 
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Figure 2. 7 Représentation schématique des composantes du photosystème Il. Les 
protéines D 1 et D2 sont des protéines du centre réactionnel du photosystème lI. Le 
photosystème ll utilise l'énergie lumineuse pour arracher un électron de l'eau, ce qui 
entraîne la libération de l' oxygène et de protons. Le P680 est une paire spéciale de 
chlorophylles; La quinone QA (sur D2); La quinone Qs (en Dl); La plastoquinone 
(PQ); Les complexes CP43 et CP47; Le cytochrome b559 (Cyt b559) est une protéine 
dimérique impliquée dans la photo protection (Ifuku et al., 2011; Dau et al., 
2012). 

2.2.4 La fluorescence chlorophyllienne 

Les pigments chlorophylliens et les molécules de caroténoïdes forment les antennes 

collectrices de lumière qui sont associées aux photosystèmes II dans les membranes de 

thylakoïdes (Govindjee, 2004). Dans les antennes collectrices de lumière, l'énergie 

lumineuse absorbée par les pigments chlorophylliens peut être transférée au centre 
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réactionnel pour effectuer la réaction photochimique primaire, être dissipée sous forme 

de chaleur ou bien sous forme de fluorescence rouge (Strasser et al., 2000, 2004). La 

figure 2.7 illustre les différents états d'excitation de la molécule de chlorophylle et les 

différentes voies de dissipation d'énergie dans les photosystèmes IL 

Lumière 

énergie lumineuse -. 

scntt 

1 

! 
Fluorescence de la chlorophylle 

) 

Figure 2.8 Les états d'excitation de la molécule de chlorophylle et les différentes voies 
de dissipation d' énergie du photosystème II (Niyogi et al., 2002). 

2.2.5 Émission de la fluorescence chlorophyllienne 

Les réactions photochimiques du photosystème II sont bien connues: l'énergie 

d'excitation peut être utilisée pour la réaction photochimique primaire, être dissipée 

par les molécules de chlorophylles par l'émission de fluorescence et de chaleur 

(Lazar, 2006; Strasser et al., 2004; Baker, 2008). Ainsi, l'émission de fluorescence de 

la chlorophylle peut être utilisé comme une méthode rapide, très sensible et non 

invasive (in vivo) pour la plante (Lazar, 2006; Govindjee et al., 2010). L' induction de 
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la fluorescence rapide est moins d ' une seconde, et l'intensité de la fluorescence passe 

d'un niveau initial (Fo) à un niveau d ' intensité maximale (FM) sous une lumière 

saturante. La F igure 2.8 présente le niveau minimal de fluorescence qui est 

nommé fluorescence basale (Fo), lorsque QA est oxydé. Lorsque le centre réactionnel 

est fermé , l' émission de fluorescence de la chlorophylle est maximale, qui est n'?mmé 

le niveau de fluorescence maximal (FM), quand QA est complètement réduit (Lazar, 

1999; Govindjee et al. , 2004). 



(a) 

Antenna syst em wl.th an open reac:Uon centre 

F tu o rescenc.e ( F.0 ) 

A:ntenna system wit:h a dosect reacUon centre 
Huot"e.Scen c e ( l'rn,.,.) 
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Figure 2.9 Représentation schématique de l'excitation du transfert d'énergie (petites 
flèches rouges) entre les molécules de chlorophylle dans le système des antennes 
collectrices de lumière. Les disques verts représentent les molécules de 
chlorophylles a et b, et les disques jaunes représentent les caroténoïdes; Le disque vert 
foncé représente un centre réactionnel ouvert, et le disque vert clair un centre 
réactionnel fermé. (a) Le centre réactionnel est ouvert et l'énergie est utilisée pour la 
séparation de charge, tandis que l'émission de fluorescence est minime (Fo); (b) Le 
centre réactionnel est fermé et l' émission de fl uorescence est maximal (FM) 
(Govindjee et al. 2010). 

2.2.6 La courbe OJIP 

Lorsque la cinétique rapide de fluorescence de la chlorophylle est analysée sur une 

échelle de temps logarithmique, différentes transitions sont identifiées : O-J-1-P 

montrant les différents états d'oxydo-réduction des transporteurs des électrons du 

photosystème II (Popovic et al., 2003; Lazar, 2006; Govindjee et al., 2010). La Figure 
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2.9 présente la courbe OJIP avec trois phases distinctes: OJ, JI et IP. La transition JO 

représente la réduction de l' accepteur primaire d' électrons, la quinone QA; La 

transition JI représente la réduction de l' accepteur secondaire d ' électrons, QB; La 

transition IP indique une réduction complète de QB, et le niveau de fluorescence 

maximum est atteint lorsque le pool de plastoquinones (PQ) est complètement réduit. À 

partir de cette théorie, plusieurs études écotoxicologiques ont démontrées qu ' une 

altération du transport d'électrons par des inhibiteurs chimiques modifiait les niveaux 

de fluorescence aux différentes transitions (Popovic et al. , 2003). Par conséquent, la 

cinétique rapide de fluorescence de la chlorophylle permet de déterminer plusieurs 

paramètres indiquant les aspects structurels et fonctionnels du photosystème JI 

(Strasser et al. , 2000). 
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Figure 2.10 Courbe d'induction de la fluorescence chlorophyllienne représentant les 
transitions OJIP mesuré sur une échelle de temps logarithmique (Strasser et al, 1995). 



CHAPITRE III 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

3.1 Préparation du matériel 
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Les récipients utilisés dans cette étude ont été faites de polycarbonate, de 

polypropylène ou de verre. Toute la verrerie a été trempée pendant au moins 24 h dans 

une solution d'acide nitrique à 10 % (Sigma-Aldrich) et rincer trois fois avec de l' eau 

Milli-Q obtenu à partir d'un système de purification de Millipore (R ~ 18,2 Mn x cm, 

TOC :S 2 mg/L, filtre 0.22 µm). Tout le matériel a été stérilisé par autoclave avant leur 

utilisation pour les cultures d'algues ou les expériences. 

3.2 Choix des espèces d'algues 

Dans cette étude, tous les travaux expérimentaux ont été réalisées à partir des cultures 

de l'algue verte unicellulaire Oocystis polymorpha. Cette souche d'algue verte a été 

fourni par l 'UTEX Culture Collection of Algae (UTEX no 1645, University of Texas 

at Austin). L' algue O. polymorpha a été choisi pour cette étude parce que cette espèce 

d'algue peut être facilement et rapidement cultivée dans des conditions contrôlées de 

laboratoire. De plus, cette espèce d'algue verte a été récemment découverte et utilisée 

pour des études en physiologie végétale et pourrait représenter un bon modèle de 

laboratoire pour les essais expérimentaux de toxicité des métaux traces (Stoyneva et 

al., 2007). 
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3.3 Cultivation des cellules algales 

Les cultures mère ont été maintenues sous condition stérile sur un milieu nutritif solide 

d' agar, et elJes pouvaient être conservées pendant un maximum de 4-5 mois avant 

d' être transférées sur un nouveau milieu nutritif. Pour obtenir ce milieu nutritif, la 

solution BBM (Bold Basal Medium) a été préparée en laboratoire à partir de sels 

comme support de croissance pour les cellules algales. Toutes les manipulations ont 

été effectuées sous une hotte à flux biologique pour conserver l' état stérile, près d' une 

flamme de bec bunsen. Les conditions contrôlées de laboratoire étaient les suivantes: 

une température de 21 ± l 0 C, et une intensité lumineuse de 80 ± l 0 µmol de photons 

m-2 s-1 (tubes fl uorescents blancs, Sylvania Grolux F36W). 

À partir d' inoculum provenant des cultures stocks, des cultures mères d' environ 500 

mL de BBM ont été préparées dans des Erlenmeyers de verre de format de 2 L. Ce ratio 

de volume air/liquide offre une bonne surface de contact permettant un échange gazeux 

pour la diffusion du C02 dans le milieu de culture liquide. Toutes les cultures ont été 

placés sur un agitateur fonctionnant à la vitesse de 80-90 tour/min. Les conditions de 

cultures étaient les mêmes que celles des cultures stocks. 

3.3.1 Le milieu BBM 

Le milieu nutritif BBM a été préparé en laboratoire selon la formulation indiquée dans 

le tableau 3.1. Le pH est ajusté avec une solution de NaOH à 0,5 M. Avant l'inoculation 

des algues, tous les milieux de culture ont été stérilisés par autoclave durant l heure à 

120 °C. En général , ce milieu est riche en macro et micronutriments essentiels pour la 

croissance des cultures de microalgues, et il est donc favorable à la division cellulaire 

et au développement des cellules d ' O. polymorpha. 
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Tableau 3.1 Composition du milieu BBM (Bold, 1949; Bischoff et Bold, 1963). 

Solution EDTA 

Solution de fer acidifié 
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traces de métaux en solution 

3.3.2 Préparation des conditions expérimentales 

Pour préparer les expériences, des échantillons d' algues ont été prélevés des cultures 

algales mères lorsqu 'elles étaient dans la phase exponentielle de croissance. Sous une 

hotte biologique, un échantillon d'algues a été inoculé dans 25 mL de BBM 

(Erlenmeyers de 50 mL) dans le but d'obtenir une densité initiale de 

106 cellules/mL. Pour les différentes conditions expérimentales, les cultures d'algues 

ont été exposées en trois exemplaires à des concentrations de 50 et 150 mM de CuC'2 

et de CdC'2 durant 24, 48 et 72 heures. Ces solutions ont été préparées à partir d' une 

solution stock de l M de CuCb et de CdCb. Les solutions ont été préparées pendant au 

moins 24 havant le traitement, afin que l'équilibre chimique ait été obtenu. Au cours 

du traitement, les Erlenmeyers ont été agitées à 90 tour/min. 
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Figure 3.1 Préparation des différentes conditions de traitement à partir de la culture 
mère. 

3.4 Analyse des données et statistiques 

Chaque contrôle et chaque condition de traitement ont été effectués en 3 répétitions 

pour toutes les mesures de bioanalytique. Les moyennes et les écarts-types ont été 

estimés pour chaque traitement. Les différences significatives entre les cultures 

témoins et traitées ont été déterminées à l'aide d'une ANOVA à une voie suivie d'un 

test de Dunnett, et des valeurs de p supérieures à 0,05 ont été considérées comme 

significatives (p < 0,05). 
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3.5 Détermination de la densité cellulaire 

La densité des cellules algales a été déterminée à l'aide d'un compteur de 

cellules Countess® TT FL automatisé (Figure 3.2). Le principe de ce compteur de 

cellules est relativement simple, il permet à partir d'une prise d' image de déterminer la 

densité cellulaire ayant une distribution de tailles entre 0,4 et 1200 µm. Dans la lame 

de comptage, 10 µIde bleu de trypan a été ajouté à 10 µIde suspension d'algues 

(volume final de 20 µl). Pour chacune des conditions expérimentales, les mesures de 

densité cellulaire ont été faites en triplicata. 

Figure 3.2 Le compteur automatisé de cellules Countess® Il FL avec ces cubes 
lumineux. (Thermo Fisher scientifique) 

Une courbe d'étalonnage a été déterminée pour suivre l'évolution de la densité des 

cellules en utilisant la variation de l'absorbance de la suspension des cellules 

algales. En triplicata, l'absorbance à 750 nm et la densité cellulaire ont été 

mesurées pendant 72 h pour des cultures de densité initiale de 270 x 103, 850 x 103 et 

1 x 106 cellules/ml. La Figure 3.3 indique la corrélation entre la variation de la densité 

cellulaire et le changement de l'absorbance à 750 nm. Un spectrophotomètre UV­

Visible Perkin Elmer Lambda 40 a été utilisé pour mesurer l'absorbance. À 750 nm, il 

n'y a pas de pics d'absorption des pigments ch lorophylliens (voir Fig. 2.4).Les résultats 
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indiquent une corrélation linéaire entre la densité cellulaire et de l'absorbance à 750 

nm. 
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Figure 3.3 La courbe d' étalonnage de la croissance des cultures d'algues pendant 72h. 

3.6 La bioaccumulation du cuivre et du cadmium 

3.6.1 Le principe du ICP-OES 

Les concentrations de Cd2+ et de Cu_2+ dans les échantillons d' algues ont été 

déterminées à l'aide d'un Perkin Elmer Optima 21 OO DV ICP-OES. La spectrométrie 

d' émission optique (ICP-OES) de plasma à couplage inductif est un instrument 

analytique important pour déterminer les éléments traces dans des solutions aqueuses 

avec des limites de détection faible (Akin et Nula, 2014). Les échantillons sont 

introduits sous forme liquide dans un nébuliseur de tube concentrique (Figure 3.4). 

L'aérosol d'échantillon est aspiré dans le tube capillaire par un gaz de flux d' argon de 
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haute pression qui coule sur l'extrémité du tube. La torche utilisée est un plasma à 

couplage inductif qui excite les atomes conduisant à une émission de photons et à 

l'ionisation (Figure 3 .5). Les échanti lions sont donc convertis en atomes gazeux avec 

un état excité pour les analyses utilisant un détecteur avec un photomultiplicateur 

(Figure 3 .6) (Sbihi et al., 2012; Benavente et al., 2016). 

échantillon d'aérosol 

Pression d'argon 

Figure 3.4 Nébuliseur de tube concentrique. 
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Figure 3.5 Plasma à couplage inductif. 
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Detector .... <:.....____,..__., gratin g 4-c!J-· -------- Plasma 

Nebulizer 

Figure 3.6 Diagramme montrant l'introduction de l'échantillon dans l'JCP­
OES (http://www.chemiasoft.com). 

3.6.2 Estimation du cuivre et du cadmium dans la biomasse algale 

La biomasse algale a été recueillie sur un papier filtre de nitrate de cellulose par 

filtration (Millipore 0,45 microns). Ensuite, le filtre a été rincé une fois avec 5 ml de 

solution d'EDTA à 0,00 l M (sel d' éthylène diamine tétra-acétique disodique di hydraté, 

Sigma-Aldrich) pour éliminer les métaux adsorbés sur les parois cellulaires des algues. 

Après la filtration , les filtres ont été séchés au four à 80°C pendant 24 heures. Par la 
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suite, chaque filtre est placé dans un tube en Pyrex de 7 ml pour la digestion. Ensuite, 

il a été ajouté 1 ml de 70 % HN03 avec 125 µ1 de peroxyde d 'hydrogène (H202) pour 

digérer complètement la biomasse. La digestion a été réalisée sur une période de 12 

heures à 120°C dans un bain de sable. Après la digestion, 1 mL d'acide nitrique et 8 

mL d' eau ultrapure a été ajouté à la solution pour un volume final de 10 ml. La figure 

3.7 illustre les différentes étapes de cette méthodologie. 

Exposition 24-72h 
densité cellulaire 106 cellules/ml Filtration avec EDTA l 

ICP-OES Bain de sable à 120 pour 12 h Digestion en 1 ml 70 % HN03 

Figure 3.7 Les étapes dans la détection de la bioaccumulation du Cu2+ et du Cd2+ dans 
la biomasse algale. 

3.6.3 Préparation de la solution d ' étalonnage standard 

Selon les figures 3.8 et 3.9, une courbe d'étalonnage a été utilisée pour déterminer la 

concentration inconnue de cuivre et de cadmium dans la solution digérée à 
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l' acide. L'appareil a été étalonné à l'aide de plusieurs solutions de concentration 

connue de CuCb et de CdCb. Ainsi , la concentration inconnue de cuivre et de cadmium 

dans chacun de nos échantillons a été estimée à partir de la courbe d'étalonnage. Dans 

cette étude, six solutions d'étalonnage standard ont été utilisées: 0,01 , 0, 1, 1, 3, 5, 10 

ppm. Toutes les solutions ont été conservées à température ambiante. Le blanc est 

représentant de la matri ce de l'échantillon, et il contient tous les réacti fs utili sés dans 

la préparation de l'échanti ll on. Les Figures 2.5 et 2.6 montrent respectivement pour le 

Cd+2 et le Cu+2 la relation entre la variation de l' intensité de l' absorbance (Abs) en 

fonction des différentes concentrations des solutions étalons. 
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Figure 3.8 Courbe standard du Cd+2 déterminée par ICP. 
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Figure 3.9 Courbe standard du Cu2+ déterminée par ICP. 

3.7 Mesure de la fluorescence de la chlorophylle 

3.7.1 Le fluorimètre 

Le fluorimètre Handy-PEA (Plant Efficiency Analyseur, Hansatech Ltd, Norfolk, 

Angleterre) a été utilisé pour mesurer l'émission de la fluorescence chlorophyllienne 

(figure 3 .10). Trois diodes électroluminescentes (LE Os) fournissent une luminosité 

saturante de haute intensité, environ de 3000 µmol de photons m-2 s-1, avec un pic à 

650 nm (spectre d' une demi-largeur de 22 nm). Une impulsion lumineuse de 1 sec 

permet de mesurer une cinétique d' induction rapide de la fluorescence 

chlorophyllienne (Strasser et al., 2004). 
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• 

Figure 3. 10 Le fiuorimètre Handy-PEA (http ://hansatech-instruments.com). 

L'analyse des données de fluorescence de la chlorophylle a été effectuée en util isant le 

logiciel scientifique Biolyzer. C'est un logiciel qui permet de faire une analyse de la 

courbe de fiuorescence (Figure 3.10) et de calculer les paramètres du JTP-test. A insi, 

les paramètres de fluorescence permettent de mesurer les différentes réactions 

photochimiques et biophysiques d ' un système photosynthétique, conduisant 

l'évaluation de l'état physiologique de l' organisme (Strasser, 1992) comme c'est 

indiqué dans le tableau 3.2. 



49 

~ 
S... 5 1! 

.t ..a 
S... 

4 " CA 

'! s: 3 
2. 
~ 

2 c 
Q) 
V 
ifl) 

~ 1. 0 
::s 

ü: 

0.1 1 10 100 1000 10000 100000 

le temps (ms) 

Figure 3.11 Cinétique rapide de fluorescence mesuré avec le PEA (analyseur 
d'efficacité des plantes) (Strasser et al. , 2000). 

Pour obtenir des mesures reproductibles de fluorescence, un volume d ' échantillon 

d ' algue contenant 15 µg de Chl a était déposé sur un préfiltre de fibre de verre 

(Mi Ili pore #AP20 OO 013) en utilisant une filtration manuelle à basse pression afin 

d ' éviter un effet de stress physiologique sur les cellules. 
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Tableau 3.2 Les équations et les définitions des paramètres calculés à partir de la 
cinétique rapide de fluorescence (Strasser et al. , 1995; 2004). 

paramètres Définitions Équations 

0 lntensité de fluorescence à 20 µs Fo 

J lntensité de fluorescence à 2 ms F2ms 

p Intensité maximale de FM 

fluorescence 

Fv Fluorescence variable maximale Fv=FM-Fo 

Fv/FM Rendement quantique maximal de (FM - Fo)/ FM 

la fluorescence 

Mo valeur approximative de la pente [4 x (F3oO~ts - F2oµs)/(FM - F2oµs)] 

initiale de la courbe de 

fluorescence variable Chl VJ pour 

Fo 

V1 Fluorescence variable Relative à la (hms-Fo) /(FM- Fo) 

transition J 

ABS/RC Tai lle des antennes du PSII par (Mo/V1)/(F v/F M) 

centre réactionnel 

P.I. lndice de performance de l' activité [1-(Fo-FM) /(Mo1/V1)] x 

du PSTI [(FM-Fo)/Fo] x [(l-V1)/V1] 
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3.7.2 Dosage de la chlorophyll e totale et des caroténoïdes 

La figure 3.12 montre la méthodologie d ' extraction et de dosage de la chlorophylle 

totale et des caroténoïdes: l mL d ' échantillon d ' algue est centrifugé à 15000 g pendant 

5 min, puis le surnageant est enlevé. Le culot est resuspendu dans l ml de méthanol 

100 %. Les tubes sont mis dans un bain d ' eau à 65 °C pendant 10 min. Les tubes sont 

ensuite agités pendant 20 secondes à l'aide d ' un vortex, puis ils sont gardés dans 

l'obscurité pendan t 20 mi n. Avant les mesures analytiques, les tubes sont centrifugés 

pendant 5 min, et le surnageant est prélevé pour le dosage de la chlorophylle totale et 

des caroténoïdes. L ' aide d 'un spectrophotomètre UV-Vis Perkin Elmer Lambda 40, 

l' absorbance est mesurée à 470, 652.4, 665.2 et 750 nm. La quantité de chlorophylle 

totale et des caroténoïdes est déterminée selon les équations suivantes (Lichtenthaler, 

1987): 

(1) Y(mg/mL) = (24,93 (A652.4 -A 750) + 1,44 (A665.2 - A 750) 

(2) Ca= 16,72 X A665.2-9,16 X A652.4 

(3) Cb = 34,09 X A652.4 - 15 ,28 X A665.2 

(4) Caroténoides Cx+c = (1000 x A470-1 ,63 Ca -104.96 Cb) / 221 
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Figure 3.12 Méthodologie d'extraction et de dosage de la chlorophylle totale et des 
caroténoïdes. 



CHAPITRE lV 

RÉSULTATS ET DISCUSSION 

4.1 Effets inhibiteurs de CdCh et CuCb sur la croissance de Oocystis polymorpha 

4.1.1 Inhibition de la croissance de la densité cellulaire 

Un des objectifs de cette étude était de déterminer l'effet de diverses concentrations de 

CdCb et CuCb sur la croissance des cellules de l'algue O. polymorpha pendant 72 

heures d'exposition, en mesurant les changements de la densité cellulaire. Il est bien 

connu que les algues vertes unicellulaires sont des producteurs primaires à la base de 

la chaîne alimentaire des écosystèmes aquatiques. De plus, les cellules algales peuvent 

facilement absorber et bioaccumuler des métaux traces tels que le Cd+2 et Cu+2
. Dans 

ce contexte, une étude écotoxicologique a utilisé l' inhibition de la division cellulaire 

comme biomarqueur fiable de l'action toxique des métaux bioaccumulés sur l'état du 

métabolisme ou de la physiologie des cellules algales (Toress et al. , 1997). Par 

conséquent, il était important d' étudier l'effet des Cd+2 et Cu+2 sur la division cellulaire 

afin de déterminer la marge de tolérance de l'algue O. polymorpha à l'exposition de ces 

métaux. L' effet de différentes concentrations (50 et 150 µM) de CdCh ou de 

CuCb montre une diminution significative de la densité cellulaire de O. polymorpha 

en fonction del 'augmentation des concentrations en métaux (Figure 4.1 ). La courbe de 

croissance de O. polymorpha en l'absence de CdCh et Cu Ch représente le témoin. Les 

courbes de croissance des algues témoins étaient plus élevées par rapport aux courbes 

de croissance des concentrations testées pour les deux métaux. Pour les cellules algales 

traitées à 50 et 150 µM de CdCb ou de CuCb, une diminution de 35-44 % par rapport 

au témoin a été observée après 24 h d'exposition. En revanche, il n'y a pas de différence 

significative après 24 h d'exposition entre les concentrations de 50 et 150 µM pour le 
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CdCh ou CuCh. Dans ces conditions de traitement, la couleur des cellules était verte 

claire à verte foncée pour le témoin. Pour 150 µM de CdCh ou de CuCh, un effet 

inhibiteur de 56-58 % a été remarqué sur le changement de la densité cellulaire après 

48 h d' exposition par rapport au témoin. Les cellules d' algues traitées pendant 72 h à 

50 et 150 µM de CdCh ou de CuCh avaient une baisse significative de la division 

cellulaire par rapport au témoin. 

L' effet toxique du CdCh et CuCh sur la division cellulaire a été précédemment montré 

pour différentes espèces d' algues. Une étude antérieure a montré que la croissance de 

C. reinhardtii a été significativement inhibée lorsque les cellules étaient exposées 

pendant 7 jours à différentes concentrations (50-250 µM) de cuivre (II) (Yongguang et 

al., 2016). Dans cette étude, ils ont montré que la densité cellulaire au cinquième 

jour est inhibée (60 %) sous une exposition à 150 µM en comparaison avec le témoin 

et le traitement de 50 µM de cuivre au troisième jour. En outre, la croissance des 

cellules d' algues a été diminuée fortement (90 %) sous une exposition à 250 µM en 

comparaison avec le témoin lors de la cinquième journée. Dans une autre étude, 

l'inhibition de la croissance de Chlamydomonas a été étudiée à différente 

concentrations de Cd+2 (1OO,200, 400 et 800 µM) durant 12 jours (Angeles et Ricardo, 

2005). Selon leurs résultats, l'inhibition de la croissance a été montrée de façon 

dépendante au temps et à la concentration. Selon ces données, une forte dimi~ution de 

la croissance a été observée à des concentrations de 200 µM de Cd+2
• À une 

concentration plus élevée, la croissance des cellules a été complètement inhibée en 

raison de la perte de leurs flagelles dès le premier jour. Donc, selon nos résultats et 

ceux de travaux antérieurs, il semble qu ' il y a une différence de sensibilité au Cd+2 et 

Cu+2 selon les espèces d'algues et les conditions expérimentales. Dans une autre étude, 

les effets du Cd+2 ont également été observés lorsque des cellules d'algues C. 

refnhardtii ont été exposées à des concentrations de 5 et 1 OO µM de Cd+2 durant 48h et 

72 h d'exposition (An Aude et al., 2009). Après 72 h d'exposition, les résultats de 
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croissance montrent que les algues exposées à 1 OO µM de Cd+2 avaient une plus faible 

densité cellulaire par rapport au témoin, à cause de l'effet inhibiteur sur les cellules. 



(A) 

_J 

E 
........... 

l/) 

Q) 

::J 

Q) 
u 

l.O 
0 
.-! 

~ 
Q) 
~ 

ro 
::J 

Q) 
u 

'Q) ..... 
·v; 
c 
Q) 

0 

(B) 

:::ï' 
E 

........... 
l/) 
Q) 

::J 

Q) 
u 

l.O 
0 
.-! 
X 

Q) 
~ 

~ 
::J 

Q) 
u 

'Q) ..... 
·v; 
c 
Q) 

0 

10.00 

9.00 

8.00 
7.00 
6.00 

5.00 
4.00 

3.00 
2.00 
1.00 

0.00 

10.0 

9.0 
8.0 
7.0 
6.0 

Oh 

......... .. 
......... ........ .... 

_,..... ........ - ... 
........ --........ --

........ -.... :-<:. --~~~...,..,.::.. . - . - . _, 
24 h 48 h 72 h 

--ctrl - • - cd+2 50 µM - '•· • cd+ 2 150 µM 

; 

20 ~ . I ~ 
1.0 -r 

5.0 

4.0 

3.0 

0.0 
Oh 24 h 48 h 72 h 

--ctrl -·• - Cu+2 50 µM - • · • Cu+2 150 µM 

56 

Figure 4.1 Changement de la densité cellulaire de O. polymorpha traité à différents 
concentrations (50 et 150 µM) de CdCb (A) et de CuCb (B) pendant 72 h 
d ' exposition. Pour l ' analyse statistique, voir la section de matériel et méthodes. 
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4.1.2 Changement du taux de croissance 

Lorsque l'algue O. polymorpha a été exposé au CdCh et CuCb (50-150 µM) pendant 

72 h, la densité des cellules algales (cellules ml- 1
) pour chaque concentration d' essai a 

été déterminée chaque jour. Comme illustré à la figure 4.2 (A), nous avons observé une 

tendance à la baisse du taux de croissance par rapport au témoin. En outre, sous une 

exposition de 150 µM de Cd+2
, il y avait une forte diminution du taux de croissance 

basée sur la densité cellulaire à 72 h. À la figure 4.2 (B), le taux de croissance(µ) a été 

calculé pour le CuCh, et il n'y avait aucun effet significatif sur le taux de croissance 

de O. polymorpha sous une exposition de 50 µM de CuCb en comparaison avec le 

témoin. Toutefois, pour 150 µM de CuCh, il y avait une légère diminution après 72 h 

d'exposition. 

Bien que le Cu+2 et Cd+2 sont des métaux essentiels pour les organismes vivants, en 

particulier pour les activités enzymatiques. Cependant, ils peuvent être toxiques à des 

concentrations élevées, en causant la mort cellulaire. D'après nos résultats, nous 

pouvons affirmer que le taux de croissance était plus inhibé sous l'effet du Cd+2 en 

comparaison avec l'effet du Cu+2
, démontrant une plus forte toxicité du Cd+2

. Dans une 

étude précédente, le taux de croissance (µ) de la plante G. domingensis exposé à 

différentes concentrations ( 1 OO à 300 µM) de Cd+2 a été suivie au cours d' une période 

de 16 jours (Rodrigo et al. , 2013). Leurs résultats ont montré que la croissance des 

cellules dépend de la dose et du temps d'exposition. Une augmentation de la 

concentration de l OO à 300 µM a causé une diminution significative de 2-8 % du taux 

de croissance par jour. En outre, pendant 16 jours, l'exposition à des concentrations 

élevées de Cd+2 (200 et 300 µM) a provoqué la mort des cellules traitées. 
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Figure 4.2 Changement du taux de croissance (µ) de O. polymorpha exposé pendant 
72 h à différentes concentrations (50-150 µM) de CdCb (A) et CuCb (B). Le taux de 
croissance a été calculé selon l ' équation : µ = (lnNt2 - lnNt1) / (b-t1), où Nt1 et 
Nt2 représentent la densité des cellules initiales et finales , respectivement. Le t1 et 
b représentent les temps des mesures initiales et finales. Pour l' analyse statistique, voir 
la section de matériel et méthodes. 
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Les algues vertes sont connues pour bioaccumuler les métaux même de fortes 

concentrations, ce qui peut causer un effet écologique important dans le milieu 

aquatique (Sandau et Pluz, 1996). Dans la cellule algale, l'ensemble du processus 

d'absorption des métaux et l' accumulation a été exposé en deux phases : Il y a une 

première phase où le métal est lié à la paroi cellulaire, et une deuxième phase 

impliquant le transport et l'accumulation des métaux à l' intérieur de la cellule 

(Moreno-Garrido, Lubiân et Soares, 2000). La figure 4.3 présente la bioaccumulation 

du Cd+2 et Cu+2 dans la biomasse algale (ratio de la quantité du métal en µg / mg de 

poids sec) lorsque les cultures algales ont été exposées aux différentes concentrations 

(50 et 150 µM) de CdCb et CuCb pendant 72 h d' exposition. 

Selon les résultats obtenus (Figure 4.3 A), la bioaccumulation du Cd+2 dans la biomasse 

des algues diminue significativement en fonction du temps d' exposition sous les 

concentrations de 50 et 150 µM de CdCb. Sous la plus forte concentration de 

CdCb (150 µM) après 24 h, } 'efficacité de bioaccumulation avait une hausse 

significative de 16 fois plus forte par rapport au témoin. Cependant, il y avait ensuite 

une tendance à la baisse de la bioaccumulation en fonction du temps d'exposition. 

Comme indiqué sur la figure 4.3 B, il y a une différence entre le témoin et les algues 

exposées à une concentration 50 µM de CuCb concernant la bioaccumulation du 

Cu+2 dans la biomasse algale. Une petite accumulation de Cu+2 a été observée avec en 

moyenne 1,5 fois plus que le témoin pendant 72 h. En outre, sous une exposition à une 

concentration élevée de 150 µM de CuCb, une efficacité d'accumulation du Cu+2 avec 

14 fois plus élevé que le témoin a été démontrée à 48 h d'exposition par rapport à 24 h 

et 72 h. Par conséquent, les résultats indiquent qu 'à 72 h l'efficacité d'accumulation du 

Cd+2 et Cu+2 diminue dans les cellules d 'algues. Cela peut être sans doute attribuable à 

des dommages graves à la paroi cellulaire, limitant l'absorption des métaux à l'intérieur 

du système cellulaire. Ainsi , dans cette condition expérimentale, il est logique de 
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supposer que les cellules mortes ont perdu l'habileté d'absorber les métaux en solution 

aqueuse. 

Dans une étude antérieure, l'effet du cadmium a été étudié sur Chlamydomonas 

reinhardtii et une souche acido-tolérante durant 48 h exposée à 100-600 µM de Cd+2 

et deux conditions de pH ( 4 et 7). Les résultats ont démontré que la capacité maximale 

d' accumulation du Cd+2 dans la biomasse des algues ont été obtenue pour les deux 

souches après 24 h d'exposition à 600 µM de Cd+2
• Les résultats indiquent que 

l'efficacité de C. reinhardtii pour l'élimination des Cd+2 est déterminée par sa toxicité, 

qui est dépendante de la concentration en Cd+2 et la durée d'exposition (Al. 

Schmilblick, 2018). Dans une autre étude, la capacité de bioaccumulation de l'algue 

Ulva rigida a été déterminée pour le cadmium et le cuivre en solution aqueuse après 

une exposition à différentes concentrations (0, 1, 0,3, 0,9 et 2,7 mg 1-1
) de Cd+2 et 

Cu+2 pendant une période de 12 jours. Les résultats montrent que l'efficacité de la 

bioaccurnulation est augmentée en fonction de la concentration et du temps 

d'exposition pour les deux métaux. Sous une exposition de 2,7 mg 1-1 de Cd+2 et 

Cu+2
, l'accumulation a augmenté pour le Cd de J 20 fois plus et pour le Cu de 70 fois 

plus par rapport aux niveaux ~es témoins. Ainsi, la toxicité induite par le Cd+2 a été 

plus importante que par le Cu+2 sur la viabilité cellulaire et le métabolisme 

photosynthétique (Barraza et Carballeira, 1999). En comparant nos résultats avec 

l'étude précédente, nous pouvons conclure que le traitement au Cd+2 a causé un impact 

important sur le métabolisme de l'algue et la capacité d' absorption en métaux de la 

paroi cellulaire. 
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Figure 4 .3 La capacité d'accumulation du Cd+2 et du Cu+2 dans la biomasse a lgale de O. 
polymorpha exposé pendant 72 heures à diverses concentrations (50 et 150 µM) de 
CdCh (A) et CuC\z (B). Les barres d'erreur représentent les écart-types provenant de 
tro is rép licas bio logiques . Pour l'analyse statistique, voir la section de matérie l et 
méthodes . 
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4.2 L ' inhibition de la photosynthèse induite par le CdCb et CuCb 

4.2.1 Détermination de la cinétique de fluorescence chlorophyllienne 

Dans cette étude, la fluorescence de la chlorophylle a été mesurée pour évaluer la 

toxicité du CdCb et CuCb sur l'activité photosynthétique des cellules de O. 

polymorpha pendant 72 h. L'effet inhibiteur de différentes concentrations de Cd+2 sur 

les réactions photochimiques du PSU est présenté dans la Figure 4.4. L ' altération de 

l'activité photosynthétique a été déterminée par la variation de l' émission de 

fluorescence de la chlorophylle des cellules algales. En effet, la mesure de l'émission 

de la fluorescence rapide OJTP est indicative de l' efficacité photochimique de la 

photosynthèse, et représente une méthode efficace pour déterminer l' état physiologique 

des cellules d'algues lorsque exposées à la toxicité des métaux. 

Cette méthode analytique de l' induction de la fluorescence chlorophyllienne a été 

développé par Strasser et Strasser (1995), permettant d'informer sur le mécanisme de 

toxicité des polluants inhibiteurs de la photosynthèse. Il a été démontré que le 

changement de la fluorescence chlorophyllienne est indicateur du processus de 

transport des électrons provenant du photosystème II. L'analyse de la cinétique de 

fluorescence permet de distinguer différentes transitions nommées 0 , J, 1 et P qui sont 

associées à la réaction photochimique primaire du photosystème Il et aux états 

d'oxydo-réductions des transporteurs d'électrons (Strasser, Srivastava et Tsimilli , 

2004). D ' après cette étude, l'émission de fluorescence de la chlorophylle peut être 

utilisée comme un indicateur de l'activité photosynthétique lorsque des espèces 

d'algues sont exposées à des stress environnementaux. 
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Figure 4.4 L' induction de la cinétique rapide de la fluorescence chlorophyllienne chez 
l'algue O. polymorpha après 24 h (A), 48 h (B) et 72h (C) de traitement au CdC'2. La 
courbe bleue : témoin ; La courbe verte : 50 µM de CdCb ; La courbe rouge : 150 µM 
de CdC'2. Pour l'analyse statistique, voir la section de matériel et méthodes. 

Selon la figure 4.4, les résultats montrent que l' intensité de la fluorescence 

chlorophyllienne diminue par rapport à la concentration de CdC'2. À 24 h, l' effet 

inhibiteur du Cd sur la fluorescence de la chlorophylle a été observé pour la plus forte 

concentration de CdC b (150 µM). Cependant, on n' a pas observé de différence 

significative sur l'activité photochimique du photosystème II entre la concentration de 

50 µM de CdCh et le témoin. Après 72 h d' exposition à 150 µM de CdC'2, l'intensité 

de la fluorescence chlorophyllienne a montré une réduction plus forte qu ' à 24 h et 48 

h. D'autre part, le CuCb cause un faible effet sur l' émission de la fluorescence 

chlorophyllienne comme il est indiqué dans la figure 4.5. Comparés au témoin, les 

résultats montrent une faible diminution de l' intensité de la fluorescence 

chlorophyllienne à la transition P lorsque les algues ont été exposées à une 
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concentration de 50 et 150 µM durant 24 h et 48 h. Cette diminution indique une petite 

inhibition du transport des électrons du photosystème II . À 72 h, une réduction de 

l' intensité de la fluorescence chlorophyllienne à la transition Pa été observé seulement 

sous l'effet de 150 µM de CuCb, qui était plus importante par rapport à 48 h. Cette 

observation est en accord avec les études antérieures chez les algues vertes concernant 

l'effet des métaux sur la réaction photochimique primaire et le transport des électrons 

photosynthétiques (Popovic et al. , 2003; Plekhanov et Yu, 2003; Miao et al. , 2005; 

Jiang et Qiran, 2009; Baumann et al., 2009; Toth et al. , 2012; Samadani et al. , 2018). 

Dans une étude précédente, les effets de cinq métaux (cuivre, zinc, cadmium, chrome 

et plomb) ont été étudiés sur le rendement de la fluorescence chlorophyllienne lorsque 

sept espèces d'algues ont été exposées à de faibles concentrations (O. 1, 1 et 10 µmol 1-

1) sur une période de 14 jours. Les résultats de cette étude ont montré que 10 µmol 1-

1 de cr+6 et zn+2 a causé une diminution de la fluorescence chlorophyllienne pour toutes 

les espèces. Par contre, les effets de 4 et 10 µmol 1- 1 de Cu+2 et Cd+2 ont causé une 

réduction de la fluorescence chlorophyllienne pour certaines espèces après 7 jours 

d' exposition. Cette réduction de la fluorescence chlorophyllienne a indiqué une 

altération du transfert d'énergie des antennes collectrices de lumière au centre 

réaction riel du photosystème II (Baumann et al. , 2009). Dans une autre étude, l'effet 

de différentes concentrations de cadmium (5 , 10, 20, 40, 1 OO, 200 µM) sur l'activité de 

la photosynthèse a montré une altération des réactions photochimiques du 

photosystème II chez la cyanobactérie Synechocystis PCC6803. Les résultats ont 

montré que l'intensité de la fluorescence chlorophyllienne a rapidement diminué de 50 

% durant 15 min pour des cellules exposées jusqu'à 40 µM de Cd+2. Cette étude a 

proposé que l'effet du Cd+2 a causé une inhibition du transport des électrons au côté 

accepteur du centre réactionnel du photosystème II (Thomas et al. , 2013). 

Dans mon étude, l'utilisation de la cinétique rapide de la fluorescence chlorophyllienne 

a permis d'effectuer une analyse de la réaction photochimique primaire du 
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photosystème II et de l' activité du transport des électrons photosynthétiques chez 

l' algue verte O. polymorpha. Par conséquent, les résultats obtenus concernant le 

changement de la fluorescence chlorophyllienne ont montré les effets toxiques du Cd+2 

et du cu+2 sur l' activité photosynthétique des cellules algales. 
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Figure 4.5 L'induction de la cinétique rapide de fluorescence chez l'algue O. 
polymorpha après 24 h (A), 48 h (B), et 72 h (C) de traitement au CuCb. La courbe 
bleue : témoin ; La courbe verte : 50 µM de CuCh ; La courbe rouge : 150 µM de CuCh 
; Pour l' analyse statistique, voir la section de matériel et méthodes. 

4.2.2 Changement des paramètres de fluorescence 

À partir de la cinétique de fluorescence chlorophyllienne, il a été possible de calculer 

plusieurs paramètres photosynthétiques indiquant l' état des réactions photochimiques 

du photosystème II (pour plus de détails, voir la section « Matériel et méthodes »). Les 

paramètres de fluorescence suivants ont été mesurés : La fluorescence variable relative 

à la transition J (V.r) , l' indice de performance de l'activité du photosystème II (Pl), la 

capacité d'absorption en énergie lumineuse des complexes collecteurs de lumière par 

centre réactionnel du photosystème U (ABS/RC), et le rendement quantique maximal 

du photosystème Tl (F v/F M). Ces paramètres de fluorescence ont été mesurés lorsque 

les cellules d'algues ont été exposés pendant 72 h à différentes concentrations de CdCh 
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et CuCb. Les résultats obtenus ont permis de déterminer l' effet de la toxicité du Cd2+ 

et du Cu2+ bioaccumulés sur le changement des paramètres de fluorescence informant 

sur les réactions photochimiques du photosystème TT. 
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Figure 4.6 Changement du paramètre de fluorescence V1 lorsque les cellules algales 
de O. polymorpha ont été exposées à 50 et 150 µM de CdC'2 et CuC'2. Les barres 
verticales montrent les erreurs-types, pour n = 3. Pour l'analyse statistique, voir la 
section de matériel et méthodes. 
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La valeur relative de la fluorescence variable à la transition J, V1 est connu pour 

indiquer la réduction de l'accepteur primaire des électrons QA, et il a été calculé selon 

l'équation suivante: V1 = [(F2ms-Fo)/(FM -Fo). La figure 4.6 montre le changement de 

la valeur de V1 en fonction de la concentration d' exposition de CdCb et CuCb pour 24, 

48 et 72 h. Selon ces résultats, la valeur de V1 a augmenté par rapport au témoin lorsque 

la concentration et le temps d'exposition augmentaient. Par conséquent, les 

changements de la valeur V1 ont été dépendantes de la concentration et du temps 

d' exposition lorsque les cellules ont été exposées au CdCb et CuCb. En outre, nous 

avons observé une augmentation significative de la valeur de V1, pour la plus forte 

concentration de CdCh (150 µM) par rapport au témoin. Basé sur les résultats à la 

figure 4.6 B, à 24 h, il n'y avait pas de différence significative entre les concentrations 

de CuCb (50 et 150 µM) et de témoin. Cependant, nous avons observé une forte 

augmentation significative de la valeur de V1 à 48 et 72 h, surtout pour la plus forte 

concentration de CuCb ( 150 µM) par rapport au témoin. Cette augmentation de la 

valeur V.1 suggère un blocage de la réoxydation de l' accepteur primaire des électrons 

QA, affectant le transport des électrons au-delà de QA. Ainsi , la bioaccumulation de 

Cd+2 et Cu+2 va altérer le transfert des électrons de QA à Qs dans le centre réactionnel 

du photosystème Tl. Comme mentionné dans une étude précédente, l'effet inhibiteur de 

l'herbicide Jsoproturon (0-500 µM) a été évalué sur l' algue verte Scenedesmus 

obliquus en déterminant plusieurs paramètres de fluorescence pendant 24 h 

d' exposition. Selon les résultats, l'étude a conclu que le rendement quantique de 

fluorescence à la transition J est concentration-dépendante. Une augmentation 

significative a été remarquée sous une haute concentration d' isoproturon par rapport 

au témoin. Il a été démontré que l'augmentation de la valeur de V1 est associée à la 

forte inhibition du transport des électrons en raison de son interaction avec la protéine 

D 1 au centre réactionnel du photosystème II (Dewez et al., 2008). Par conséquent, nos 

résultats ont révélé que l'augmentation de la valeur V1 est liée à l'effet inhibiteur du 

Cd+2 et Cu+2 sur l'activité du transport des électrons du photosystème IL 
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4.2.2.1 Le rendement quantique maximal du photosystème II 

L'effet du CdCb sur les réactions photochimiques de la photosynthèse a été déterminé 

par le changement du rendement quantique maximal du PSil, F v/F M. Les résultats sont 

présentés dans la figure 4.7 (A). Nous avons trouvé que la valeur de Fv/FM a 

progressivement diminué lorsque les cellules algales de O. polymorpha ont été exposées 

à 150 µM de CdCb pendant 72 h. Les résultats montrent une inhibition du rendement 

quantique maximal du PSII, indiquée par une diminution de la valeur de Fv/FM, qui est 

dépendante de la durée d' exposition et de la concentration de CdCh. Sous un traitement 

de 150 µM de Cd+2
, la valeur de Fv/FM a diminué de l 0, 20 et 30 % par rapport au 

témoin à 24, 48 et 72 h, respectivement. Dans ces conditions de traitement, cette 

réduction a indiqué un effet de toxicité du Cd+2 sur la capacité du centre réactionnel° du 

PSII à effectuer la séparation de charge et induire le transport des électrons 

transmembranaires. 

L'effet du CuCh sur les réactions photochimiques de la photosynthèse a aussi été 

déterminé par le changement du paramètre Fv/F M· Les résultats obtenus sont présentés 

dans la figure 4.7 (B), et ils montrent que les concentrations de CuCb testées (50 et 150 

µM) ne causèrent aucune différence significative par rapport au témoin après 24 h 

d' exposition. Cependant, nous avons aussi observé une baisse dans la valeur de Fv/FM 

lorsque les algues étaient exposées durant 48 et 72 h aux deux concentrations de 

CuCb. En particulier, la valeur de Fv/FM a diminué de 15 % après 72 h d'exposition à 

150 µM de CuCb. Dans le passé, il a été rapporté que la toxicité des métaux peut altérer 

les réactions photochimiques du PSU et le complexe de dégagement de l'oxygène 

(Martin et Ort, 1982). Par la suite, il a été démontré que les dommages structuraux à 

l'appareil photosynthétique par l' impact des métaux pouvaient causer une réduction de 

la division cellulaire (Pienkhanov et Chemeris, 2003 ; Miao, Wang et Juneau, 

2005). Dans une étude plus récente, les effets du CuCb (0, 50, 150 et 250 µM) ont été 
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investi gués pendant 7 jours sur l' algue verte Chlamydomonas reinhardtii (Yongguang 

et al. , 2016). Aucune différence importante n'a été observé pour le rendement 

photochimique maximal du PSII lorsque les cellules ont été exposées à 50 et 150 µM 

de CuCb. Toutefois, sous le traitement de 250 µM de CuCb, la valeur de Fv/FM a 

significativement diminué de 28 % par rapport au témoin au troisième jour, indiquant 

une diminution de l' efficacité photochimique du transport des électrons 

photosynthétiques. Dans notre étude, nos résultats ont montré que les effets du Cd+2 et 

Cu+2 bioaccumulés ont causé la diminution de la valeur de Fv/FM en altérant le 

fonctionnement des centres réactionnels du PSII. 
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Figure 4.7 Changement du paramètre de fluorescence F v/FM lorsque les cellules 
d ' algues de O. polymorpha ont été exposées à différentes concentrations de CdCb (A) 
et CuCb (8). Barres verticales montrent les erreur-types, pour n = 3. Pour l' analyse 
statistique, voir la section de matériel et méthodes. 
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4.2.2.2 La capacité d' absorption des antennes collectrices de lumière par centre 

réactionnel du PSII 

L'efficacité du transfert d'énergie par les antennes collectrices de lumière jusqu ' au 

centre réactionnel du PSII, indiqué par le paramètre ABS/RC, a également été évaluée 

dans les mêmes conditions expérimentales. Dans notre étude, le paramètre ABS/RC a 

fourni une estimation de la proportion de photons absorbés par les complexes LHCII 

par rapport à l'état fonctionnel des centres réactionnels du PSII. Les résultats de la 

figure 4.8 présentent la variation du paramètre ABS/RC lorsque les cellules algales 

de O. polymorpha ont été exposées pendant 72 h à différentes concentrations de 

CdCh et CuCh. Nos résultats ont montré que l' exposition aux métaux Cd+2 et 

Cu+2 cause une inhibition du transfert d'énergie par les antennes collectrices de lumière 

jusqu'au centre réactionnel du PSII. De plus, l' effet du Cd+2 a induit une inhibition plus 

importante que celle du Cu+2 , indiquant un changement en proportion des centres 

réactionnels actifs/inactifs. 

D'après la figure 4.8 (A), à tous les temps d'exposition (24-72 h), il n'y avait pas une 

augmentation significative de la valeur ABS entre les cellules d' algues traitées à 50 

µM de CdCh et les cellules témoins. Pour les cellules d'algues traitées à 150 µM de 

CdCh durant 24- 72 h, nous avons remarqué une augmentation significative de la 

valeur de l' ABS/RC d'environ 30%, 43% et 73% par rapport au témoin, 

respectivement. Dans ces conditions, les résultats ont clairement indiqué que le Cd+2 a 

induit l' inactivation de centres réactionnels du PSII dans les cellules d' algues de O. 

polymorpha. 

Lorsque les cellules ont été exposées à des concentrations de 50 et 150 µM de CuCh, 

la valeur du paramètre ABS/RC a augmenté progressivement en fonction de la 

concentration et de la durée d' exposition (Figure 4.8 B). Après 48-72 h d'exposition à 
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150 µM de CuCh, nous avons observé une inhibition du transfert d'énergie par les 

antennes collectrices de lumière jusqu'au centre réactionnel du PSTI, qui a été indiquée 

par une augmentation de la valeur du paramètre ABS/RC par rapport au 

témoin. D'après ces résultats, le paramètre ABS/RC était plus affecté par les effets du 

Cd+2 par rapport au Cu+2
, particulièrement pour 150 µM durant 72 h d' exposition. 

Dans un travail antérieur, les effets de la toxicité du Cu+2 (0, 2, 5, 10, 20, 40 µM) ont 

été examinés sur le rendement photosynthétique de Chlorella pyrenoidosa pendant l 2 

h, en utilisant la cinétique rapide de la fluorescence chlorophyllienne et le JIP-test 

(Jianrong et Kran, 2009). Les résultats ont montré une augmentation de la valeur du 

paramètre ABS/RC en fonction de la concentration de Cu+2. Leur étude a montré que 

le transport des électrons du PSII a été inhibé par le Cu+2
, lorsque les cellules de 

Chlorella ont été exposées à un excès de Cu+2
. Les auteurs ont interprété que les ions 

Cu+2 ont induit un dommage au centre réactionnel du PSII. Par conséquent, 

l'augmentation des centres réactionnels inactifs du PSTI est responsable de 

l'augmentation de la valeur du paramètre ABS/RC. 
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Figure 4.8 Changement du paramètre de fluorescence ABS/RC lorsque les cellules 
algales de O. polymorpha ont été exposées à différentes concentrations de CdCh (A) 
et CuCh (B). Les barres verticales montrent les erreur-types, pour n = 3. Pour l' analyse 
statistique, voir la section de matériel et méthodes. 
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4.2.2.3 L' indice de performance de l'activité du PSIJ 

L'indice de performance de l'activité du PSU (PI) est l'un des plus importants 

paramètres pour l'analyse de la cinétique de fluorescence chlorophyllienne. En effet, 

c'est un paramètre intégrant tous les processus photochimiques du PSII tels que 

l'absorption et le piégeàge de l'énergie d'excitation, la réaction photochimique 

primaire et le processus du transport des électrons transmembranaires (pour plus de 

détails, voir matériel et méthodes). Dans cette étude, nous avons suivi le changement 

du paramètre PI lorsque des cellules d'algues de O. polymorpha ont été exposées 

pendant 72 h à différentes concentrations de CdCh et CuCb (Figure 4.9). 

Les effets du Cd+2 sur la performance de l'activité du PSII sont présentés à la figure 

4.9 (A). Les résultats montrent que la concentration d'exposition de 50 µM de CdC'2 a 

induit une diminution de 40 % de la valeur de PI par rapport au témoin à 24 h. Cette 

réduction était de 65 % à 48 et 72 h. L' exposition à une concentration de 150 µM de 

CdCh a causé une plus forte toxicité sur la performance de l' activité du PSTT , avec une 

baisse significative de la valeur de PI de 60 % à 24 h d' exposition (par rapport au 

témoin). De plus, une importante réduction de 85-90 % a été déterminée à 48 et 72 h 

pour la concentration élevée de CdCb ( 150 µM). Par conséquent, cet indicateur de 

toxicité basé sur les réactions photochimiques du PSU représente un biomarqueur 

sensible de l'effet des ions Cd+2 sur l'activité photosynthétique des cellules 

algales. Concernant les effets du Cu+2 (Figure 4.9 B), les résultats obtenus ont montré 

que lorsque l' algue O. polymorpha a été exposé aux deux concentrations de CuCh (50-

150 µM) , la valeur de PI a progressivement diminué après 24 h d'exposition, qui a été 

plus importante à 48 et 72 h. Après 72 h d'exposition, l'effet de 150 µM de CuCh a 

causé une diminution de la valeur de PI de 86 % par rapport au témoin. Par conséquent, 

nos résultats indiquent que les ions Cd2 +et Cu 2+ induisent une inhibition de la réaction 

photochimique du photosystème II et du transport des électrons. Dans une étude 
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antérieure, l'effet du Cd+2 (200-600 µM) pendant 24 h d'exposition 

sur Chlamydomonas reinhardtii et la souche acido-tolérante CPCC 121 a été étudié sur 

l' activité photochimique et le transport des électrons du PSII. Les résultats obtenus ont 

indiqué que l' indice de performance de l' activité du PSII (PT) chez C. reinhardtii a 

diminué de 60 % sous l' effet toxique de 200 µM d' exposition aux ions Cd+2
• En outre, 

leurs résultats sur le changement de la valeur de PI ont démontré que les ions Cd+2 ont 

conduit à l' inactivation du complexe de la photolyse de l' eau et du transport des 

électrons du PSTI vers le PST (Schmilblick et al. , 2018). 
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Figure 4.9 Changement du paramètre PI lorsque les cellules de O. polymorpha ont été 
exposées pendant 48 h à différentes concentrations de CdCb (A) et CuCb (B). Les 
barres verticales montrent les erreur-types, pour n = 3. Pour l' analyse statistique, vo ir 
la section de matériel et méthodes . 
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4.2.3 Changement de la teneur en pigments 

4.2.3.1 Teneur en chlorophylle totale 

La variation de la teneur en chlorophylle totale a été étudiée lorsque des cellules algales 

ont été exposées pendant 72 h à différentes concentrations de CdCh et CuCb. Les 

résultats sont illustrés à la figure 4.10 (A), et ils montrent une tendance à la baisse dans 

la teneur en chlorophylle totale (chlorophylles a et b) pour les échanti l Ions traités au 

CdCh (50 et 150 µM) à 24, 48 et 72 h. Cette réduction en chlorophylle totale a été la 

plus importante pour les cellules traitées par rapport au témoin à 72 h d'exposition. 

Dans cette condition, on a observé une diminution de 75 % de la teneur en chlorophylle 

totale pour la concentration de 50 µM , et de 90 % pour la concentration de 150 

µM. Ainsi , ces résultats indiquent que les ions Cd+2 ont un effet inhibiteur sur la 

synthèse de la chlorophylle, qui a causé indirectement une altération de l' activité 

photosynthétique. Aussi , cela pourrait expliquer en partie les résultats concernant 

l' effet du Cd+2 sur les réactions photochimiques du PSll , tel qu ' indiqué par le 

changement du paramètre Fv/FM pendant 72 h. En revanche, ces résultats ont montré, 

qu ' en fonction du temps d ' exposition, la chlorophylle totale était significativement 

diminuée poür les deux concentrations de CuCh (50 et 150 µM) en comparaison avec 

le témoin (Figure 4.10 B). Surtout quand l' algue O. polymorpha a été exposée après 72 

h, la teneur en chlorophylle totale a diminuée significativement pour les échantillons 

traités par rapport au témoin : 77 % pour 150 µM et 30 % pour 50 µM de CuCh. Des 

résultats semblables ont été trouvés dans une étude antérieure (Yongguang et al. , 2016). 

La sensibilité de l' algue verte C. reinhardtii a été étudiée envers la toxicité du Cu+2, et 

l'effet de différentes concentrations de CuSQ4 (0, 50, 150 et 250 µM) a été évalué sur 

une période de 7 jours. Sous la plus forte concentration (250 µM) , les résultats ont 

montré que la teneur en chlorophylle totale n ' était pas significativement différente de 

la valeur du témoin lors de la première journée, alors qu'elle diminuait 
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significativement de 33 et 80 % au 3ème et 5ème jour, respectivement. Ainsi , leurs 

résultats ont révélé que la teneur en chlorophylle a gravement été affectée par la 

concentration en cuivre testée. Les effets des ions Cd+2 ont été étudiés à différentes 

concentrations de Cd+2 (0 , 5, 20 et 32 µg/L) sur la teneur en chlorophylle de l' algue 

verte Parachlorella kessleri pendant cinq jours d ' exposition. Les résultats ont montré 

que la plus haute concentration de Cd+2 (32 µg/L) a affecté la teneur en chlorophylle 

totale avec une réduction de 60 % par rapport au témoin (ONG et al. , 2009): 
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Figure 4. 10 Changement de la teneur en chlorophylle totale lorsque les cellules al gales 
de O. polymorpha ont été exposées pendant 72 h à diffërentes concentrations de 
CdCh (A) et CuCb (B). Les barres verticales montrent les erreur-types, pour n = 

3. Pour l'analyse statistique, voir la section de matériel et méthodes. 
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4.2.3.2 Les caroténoïdes totaux 

Les effets du CdCb (50 et l 50 µM) sur la teneur en caroténoïdes totaux sont présentés 

à la figure 4.1 l (A). Les résultats montrent que les caroténoïdes totaux des algues 

traitées ont diminué en relation avec la concentration testée de CdCb et du temps 

d'exposition. La plus forte réduction a été déterminée à 72 h d'exposition. Pour les 

algues traitées à 50 et 150 µM de CdCb, la teneur en caroténoïdes totaux a subi une 

réduction de 36 et 53 % par rapport au témoin, respectivement. Les effets du CuCb (50 

et 150 µM) sur la teneur en caroténoïdes totaux sont présentés à la figure 4.11 (B). Pour 

les algues traitées à 50 et 150 µM de CuCh durant 72 h, la teneur en caroténoïdes totaux 

a subi · une réduction de 50 et 70 % par rapport au témoin , respectivement. Par 

conséquent, les résultats indiquent que les effets du Cu+2 et du Cd+2 ont provoqué une 

inhibition de la biosynthèse des caroténo'ides qui va affecter indirectement le transfert 

d'énergie chez les photosystèmes de l'appareil photosynthétique. 

Dans une étude précédente, les effets toxiques de plusieurs métaux (cobalt, cuivre, zinc 

et mercure) ont été déterminés chez deux espèces d'algues, Anabaena 

oryzae et Tolypothrix tenuis exposées sous différentes concentrations ( 1, 10, 1 OO 

ppm) durant 12 jours (Chakilam, 2012). En outre, les résultats ont révélé une 

diminution des pigments photosynthétiques pour les algues exposées à 1 OO ppm de 

Cu+2 par rapport au témoin . Dans une autre étude, les effets du Cd ont été investigués 

sur la réaction physiologique de l'algue verte Chlorella vulgaris (Al Jinfeng, 

2016). Quand les cellules d'algues ont été exposées aux différentes concentrations de 

Cd+2 (0, 1, 3, 5, et 7 mg L-1) pendant 18 jours, les caroténoïdes totaux ont été 

diminués par les effets des ions Cd+2
. En particulier, une exposition de 3 et 7 mg 

L-1 de Cd+2 a induit une baisse de 50 % et 72 % en caroténoïdes totaux par rapport 

au témoin. 
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Figure 4.1 l Changement de la teneur en caroténoïdes totaux lorsque les cellules 
algales de O. polymorpha ont été exposées pendant 72 h à différentes concentrations 
de CdCh (A) et CuCb (B). Les barres verticales montrent les erreur-types, pour n = 

3. Pour l' analyse statistique, voir la section de matériel et méthodes. 
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4.3 Discussion générale 

Le principal objectif de ce travail de maîtrise consistait à étudier les effets de la 

bioaccumulation du cadmium et du cuivre sur la physiologie cellulaire de l' algue O. 

polymorpha. En particulier, plusieurs paramètres cellulaires et biochimiques ont été 

utilisés pour évalue"r les effets toxiques des ions Cd+2 et Cu+2, tels que le taux de 

croissance, la teneur en chlorophylles et caroténoïdes totaux, l'efficacité des réactions 

photochimiques de la photosynthèse, et l'accumulation de ces métaux dans la biomasse 

algale. Les résultats ont indiqué que la bioaccumulation des ions Cd2+ et Cu2+ a été la 

plus élevée pour les cellules algales exposées à 150 µM durant 24 h, avec une 

augmentation de 16 fois plus que le témoin. Par contre, à 48 h et 72 h d'exposition, la 

bioaccumulation de ces métaux a été de 14 et 6-8 fois plus que le témoin, 

respectivement. Ainsi , cette diminution de la bioaccumulation en fonction du temps 

d' exposition peut s'expliquer par une augmentation du degré des effets toxiques des 

ions Cd2+et Cu2+ sur les cellules algales de 24 h à 72 h. En effet, les résultats obtenus 

ont montré que les effets toxiques des ions Cd2+ et Cu2+ étaient les plus élevées lorsque 

les cellules étaient exposées à 150 µM de CdCb et CuCb pendant 72 h d'exposition. 

Un résumé, la variation des paramètres cellulaires et biochimiques est présentée dans 

le tableau 3.1 , pour les cellules algales exposées à 150 µM de CdCb ou de CuCb durant 

72 h. Dans cette condition, le taux de croissance a diminué significativement de 44 % 

et 20 % par rapport au témoin pour les cellules traitées aux ions Cd+2 et Cu+2, 

respectivement. De plus, la teneur en chlorophylle totale chez les algues traitées aux 

Cd2+ et Cu2+ a fortement diminué de 91 % et 77 %, respectivement. Dans les mêmes 

conditions, la teneur en caroténoïdes totaux a été réduit de 55 % et 70 % par rapport au 

témoin. Ainsi , l' inhibition de la synthèse des pigments chlorophylliens est corrélée 

avec la détérioration de l' activité photosynthétique. En effet, l'inhibition des réactions 
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photochimiques de la photosynthèse a été de 88 % et 86 % pour les ions Cd2+ et Cu2+, 

respectivement. 

Tableau 4.1 Changement des paramètres cellulaires et biochimiques évalués lorsque 
les cellules algales de O. polymorpha ont été exposées à 150 µM de CdCh ou CuCh 
durant 72 h d'exposition. Les flèches indiquent une augmentation ou une diminution 
par rapport au témoin. 

Paramètres Cd2+ 

Bioaccumulation Î 8 X î6 x 

Taux de croissance t20% t44% 

Performance du PSU t 86% t 88% 

Caroténoïdes totaux t 70% t 55 % 

Chlorophylles totaux t 77% t 91 % 

D'après les résultats obtenus à 72 h d'exposition, on a démontré que la bioaccumulation 

des ions Cd2+ a induit un impact toxique plus fort dans les cellules d ' algues 

comparativement à la bioaccumulation et toxicité des ions Cu2+ (Tableau 3.1 ). En fait, 

une faible absorption des ions Cd2+ dans les cellules algales a provoqué une grande 

inhibition de la division cellulaire et/ou une plus forte mortalité (par nécrose cellulaire). 

Par contre, l'absorption des ions Cu2+ dans les cellules algales a provoqué une plus 

faible inhibition de la division cellulaire et/ou de la mortalité cellulaire. En 

comparaison avec l'effet des ions Cd2+, seulement la réduction de la teneur en 

caroténoïdes totaux a été plus importante d' environ 15 % sous l' effet toxique des ions 

Cu2+. Cette différence de toxicité entre le cuivre et le cadmium peut s'expliquer par la 
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spécificité de la nature chimique et du mécanisme d'action de chaque élément trace 

métallique. En particulier, la toxicité des Cd+2 est connue pour perturber la perméabilité 

de la membrane cellulaire causant un grave déséquilibre ionique, et provoquant une 

mort progressive de la cellule (Webster et Steve Gadd, 1996). Autrement, il est bien 

connu que les cellules d'algues ont la capacité de bioaccumulation qui est spécifique 

pour chaque métal en contrôlant leur absorption, leur transport et leur séquestration à 

l' intérieur de la cellule (Yun et Wang, 2012). Ainsi , ceci pourrait expliquer en partie la 

différence de la bioaccumulation entre les ions Cd2+ et Cu2+ par les cellules algales 

durant 24-72 h d' exposition. 

Cette étude a permis de déterminer l'efficacité de la bioaccumulation de l'algue O. 

polymorpha durant 72 h d'exposition. Elle a donc été d'un grand intérêt en contribuant 

au développement d'une approche de phycoremédiation permettant la suppression des 

ions Cd2+ et Cu2+ contaminant les eaux usées. Cependant, la capacité d' absorption à 

bioaccumuler les métaux peut dépendre de l'espèce d' algue et des conditions 

environnementales (Salman et al., 2014). Selon les conditions expérimentales de ce 

travail, la croissance et la physiologie des cellules de O. polymorpha ont été inhibées à 

des niveaux plus élevés après une exposition aux ions Cd2+, affectant l'efficacité de la 

bioaccumulation de cellules algales. Puisque les Cd2+ et Cu2+ bioaccumulés n' étaient 

pas toxiques à faible concentration, une forte concentration était nécessaire pour causer 

un effet inhibiteur sur la physiologie des algues . Par conséquent, nos résultats sont 

conformes à des études antérieures pour diverses espèces d'algue verte concernant les 

effets des Cd+2 et Cu+2 sur la physiologie cellulaire et la capacité de tolérance envers 

ces métaux (Hans et al., 2009; Yongguang et al. , 2016; Angeles et Ricardo, 2005). 
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CONCLUSION 

La pollution des milieux aquatiques par les métaux lourds est un sérieux problème en 

raison du risque de toxicité des métaux pour la santé des écosystèmes et des êtres 

humains. Pour cette raison, le développement de la phycoremédiation représente une 

approche biotechnologique permettant d'éliminer les ions métalliques des eaux 

contaminées. Ce projet de maîtrise a permis de déterminer les avantages et les 

inconvénients de ) ' utilisation de l 'algue verte O. polymorpha dans la bioremédiation 

des métaux. En fait, nos résultats ont démontré la capacité maximale des cellules 

algales à accumuler les ions Cd2+ et Cu2+ sur une période de 24 à 72 h d'exposition à 

différentes concentrations (50 et 150 µM) de CdCb et CuCb. La bioaccumulation 

maximale a été atteinte à 24 h pour le Cd+2 et à 48 h pour le Cu2+ sous la plus forte 

concentration d'exposition (150 µM). De plus, la caractérisation de la toxicité cellulaire 

induite par les effets des ions Cd2+ et Cu2+ permet d' expliquer la baisse de l'efficacité 

de la bioaccumulation de ces métaux dans les cellules d'algue durant 24 à 72 h. 

D'après l'ensemble des réactions physiologiques des cellules d'algue exposées aux 

ions Cd2+ et Cu2+, nous pouvons conclure que l'algue O. polymorpha était plus 

tolérante à l'exposition du Cu+2 comparativement aux Cd+2 pendant 24-72 h. L' analyse 

de plusieurs paramètres cellulaires et biochimiques a servi à la caractérisation de 

l'altération des processus physiologiques des cellules traitées aux CdCb et 

CuCb. Dans ces conditions expérimentales, ces paramètres peuvent être utilisés 

comme des biomarqueurs représentatifs de la toxicité cellulaire des ions Cd2+ et Cu2+ 

en utilisant l'algue verte O. polymorpha. Toutefois, les travaux futurs doivent se 

concentrer sur la détermination de l'efficacité de bioaccumulation pour d'autres 

métaux (ex.: Hg, As, Pb, etc.) testés seuls ou en mélange. En plus, il faudrait dépasser 

les limites des conditions de laboratoire et effectuer des travaux au niveau industriel à 

une plus grande échelle. 
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