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Résumé

L’évaluation quantitative des métaux traces et de leurs effets sur I’environnement
représente encore aujourd’hui un défi de taille. Les effets biologiques des métaux traces
dépendent beaucoup de la spéciation de ceux-ci. Comme il n’y a toujours pas de
consensus général sur le(s) rdle(s) de la spéciation chimique des métaux, il est important

d'identifier les espéces réellement biodisponibles.

L’objectif global de ce projet est de développer un biocapteur pouvant mesurer la fraction
de cadmium biodisponible dans les eaux naturelles. L’élément de reconnaissance utilisé
dans le biocapteur est une algue modifiée, Chlamydomonas reinhardtii, qui sera
développé par d'autres membres du groupe de recherche. De méme, le transducteur est
encore en développement mais il sera composé de fibre optique. Un des éléments clés de
ce mémoire est le choix de la matrice d’immobilisation qui doit répondre a certains
critéres physico-chimiques dans 1’optique de [’utiliser dans un biocapteur. La
caractérisation de la diffusion d’analyte a I’intérieur de cette matrice a été réalisée par
cellule de diffusion, avec la technique de spectroscopie par corrélation de fluorescence
(SCF) et avec la technique de recouvrement de fluorescence aprés photoblanchiment
(RFAP). Selon les résultats obtenus par les différentes techniques, ‘la matrice choisie
(agarose a faible point de gélification) s’avére un bon choix pour son utilisation

éventuelle dans un biocapteur.
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Les coefficients de diffusion de 4 fluorophores; Rhodaminel23, Rhodamine6G,
RhodamineB et Rhodaminel10 ont été mesurés par résonance magnétique nucléaire a
champs de gradient pulsé (RMN-CGP) et validés par SCF. Des nouveaux ccefficients de
diffusion pour ces quatre fluorophores sont proposés pour la calibration du volume

confocal.

Mots clés
Cadmium, biocapteur, coefficient de diffusion, spectroscopie par corrélation de
fluorescence, recouvrement de fluorescence, cellule de diffusion, champs de gradient

pulsé.



Abstract

The quantitative evaluation of trace metals and their effects on the environment is an
important issue. The biological effects of trace metals depend mainly on their speciation”.
Since there is still no general consensus on the role(s) of chemical speciaﬁon on pollutant
availability, it is essential to identify the species that truly interact with biological

organisms.

The primary goal of this project is to develop a biosensor capable of measuring the
bioavailable cadmium in natural waters. The transducer used in this work is a modified
alga, Chlamydomonas reinhardtii, which has been developed in this group. A key part of
this work is the choice of an immobilisation matrix which needs to be characterised for
its use in biosensors. In this study, the physicochemical characterisation of analyte
diffusion through the gel matrix was accomplished with three different techniques:
florescence correlation spectroscopy (FCS), fluorescence recovery after photobleaching
(FRAP) and by diffusion cells. Based upon these results, the low melt agarose gel appears

to be a good choice for use in a biosensor.

Diffusion coefficient of four fluorophores: Rhodamine123, Rhodamine6G, RhodamineB

and Rhodaminel 10 were measured by pulsed field gradient nuclear magnetic resonance
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(PFG-NMR) and validated by FCS. New values of diffusion coefficients are proposed for

calibration of the FCS confocal volume.

Key words
Cadmium, biosensors, diffusion coefficient, florescence correlation spectroscopy,

fluorescence recovery, cell diffusion, pulsed field gradient
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1. Introduction

1.1 Introduction générale.

L’évaluation quantitative des métaux traces et de leurs effets sur I’environnement
représente encore aujourd’hui un défi de taille. En effet, les environnementalistes et les
agences gouvernementales pour la protection de I’environnement s’entendent pour dire
que les effets biologiques des métaux traces dépendent beaucoup de la spéciation de
ceux-ci. La spéciation chimique est la distribution d’un élément parmi des espéces
chimiques déterminées' Dans ce contexte, les métaux traces se trouvent sous plusieurs
formes dans I’environnement. On peut les trouver sous formes d’ions hydratés,
complexés avec des acides fulviques et humiques, ou absorbés sur des particules ou des
colloides® 3. Comme il n’y a toujours pas de consensus général sur le(s) role(s) de la
spéciation chimique des métaux, dans la plupart des pays, les agences gouvernementales
persistent a employer la concentration totale ou dissoute en métaux pour fixer les limites

acceptables de concentration de ses métaux dans les effluents et dans les eaux naturelles.

Dans ce contexte, quatre difficultés ont été identifiées comme étant celles qui limitaient le
plus notre compréhension des effets des métaux traces et leurs effets sur les
microorganismes et I’environnement en général®. La détermination de la spéciation
chimique en solution, I’interaction chimique entre les différents métaux traces, 1’absence
de modéle pour expliquer les mécanismes d’interaction des métaux avec les interfaces

biologiques et I’absence de connaissance a propos de I'état que peuvent prendre les



métaux une fois assimilés par les microorganismes. Encore aujourd’hui, ces difficultés
persistent surtout pour 1’obtention de donnés in-situ. Il est donc difficile d’établir des
modeéles quantitatifs sur la toxicité ou la bioaccumulation des métaux traces chez les
organismes. Néanmoins, il existe un consensus des processus qui meénent a la

bioaccumulation de métaux traces par les microorganismes (Figure 1).

Physicochemistry of the bulk solution or gel

ML e ~ - -

Complexation /

Bbrt Dissociation  \yqss transport
PV —= v Ao~ -
RAdsorption/

Desorption

Complexation /
Dissociation

ML, e ~ - -

Figure 1 : Principaux processus physico-chimiques menant a la bioaccumulation de
métaux traces chez des microorganismes (adapté de ).

En premier lieu, les métaux traces doivent étre transportés (transfert de masse) vers le
microorganisme. Dans une zone commengant dans le milieu extérieur jusqu'a la paroi
cellulaire du microorganisme (la couche de diffusion, ca. 20-50 microns), ce transfert a

lieu par diffusion. Les métaux traces ne sont pas nécessairement inactifs durant ce



transfert. En effet, un changement de pH, de potentiel de membrane, de concentration en
métaux ou en ligands peut changer la spéciation des métaux traces. La labilité des
complexes joue aussi un role trés important. Pour que les métaux traces induisent un effet
biologiques aux microorganismes, il faut de d’abord que ceux-ci réagissent avec un site
actif de la paroi cellulaire (adsorption/désorption) et qu’ensuite ceux-ci traversent la paroi
(internalisation). La grandeur de chacun des ces processus dépendra de la nature des
métaux accumulés, le type et la grandeur du microorganisme ainsi que la physico-chimie
de la couche de diffusion du microorganisme. Par exemple, des modéles comme le
« Free-Ion Activity Model » FIAM® et le « Biotic Ligand Model » BLM™? supposent
que le processus limitant menant a la bioaccurnulation est celui d’internalisation. Dans ce
cas, le meilleur prédicateur de la toxicité des métaux traces sera effectivement la
concentration de l'ion libre, [M*'] ou n'importe quelle espéce chimique a /'équilibre.
Cependant, depuis quelques années, il est devenu évident que la supposition d'équilibre
n'a pas pu étre validée dans un grand nombre de cas pertinents & l'environnement
naturel'! (e.g. biofilms, organismes macroscopiques, efc.). Dans ces cas, les complexes
labiles deviendraient "biodisponibles" aux organismes et les senseurs chimiques basés sur
les principes d'équilibre (électrodes sélectives, membrane de perméation liquide, efc.)
pourraient sous-estimer la toxicité des métaux'’. D'autres techniques telles que la
voltamétrie, mesurent une fraction dynamique des métaux traces, mais ne reflétent pas
nécessairement ce qui est "vu" par les organismes. 1l est donc primordial de construire
des outils analytiques capables de mesurer, in situ, la fraction de métal vraiment

biodisponible avec le plus de sensibilité possible.



Comme les microorganismes interagissent directement avec la fraction de métal
biodisponible (Figure 1), il serait intéressant de trouver un moyen de relier directement
cette interaction a un signal analytique. Par exemple, la quantification d'un signal qui
dépend de I’induction génomique de l'organisme pourrait étre exploitée dans un
biocapteur. Les biocapteurs sont des outils prometteurs qui sont déja utilisés en paralléle
avec des techniques chromatographiques, de spectroscopie de masse et de
spectrophotométrie pour mesurer, par exemple, la concentration de pesticides'?, de
contaminants environnementaux dans 1’eau'3, de nutriments dans le sang ' et dans la
nourriture'® . En plus d’étre moins coditeux que ces appareils analytiques classiques, ils
demandent une main d’ceuvre moins qualifiée pour les utiliser. De plus, en ce qui
concerne des évaluations environnementales, les biocapteurs sont faciles a transporter et

se prétent donc bien pour |’analyse de données sur le terrain.

Les biocapteurs sont composés de trois parties: un biorécepteur permettant la
reconnaissance moléculaire de 1’analyte (élément de reconnaissance), un transducteur et
d’une matrice d’immobilisation qui contient 1’élément de reconnaissance. La
reconnaissance chimique de 1’analyte se fait a partir de la sélectivité naturelle d’espéces
biochimiques comme des enzymes, des anticorps et des acides nucléiques. Lorsqu’il y a
présence des analytes d’intéréts, ces especes biochimiques produisent un changement
dans !’environnement local du transducteur. Celui-ci détecte ce changement en le
transformant en un signal mesurable. Ce signal peut étre optique, thermique ou

électrique.

L'objectif global du projet est de développer un biocapteur qui nous permet d’évaluer la

concentration de cadmium biodisponible dans les eaux naturelles. Pour ce projet,



I’élément de reconnaissance utilisé dans le biocapteur est une algue modifiée,
Chlamydomonas reinhardtii, qui sera développé par d'autres membres du groupe de
recherche. Quand cette algue est exposée a des concentrations entre 107" M et 10° M de

5 De méme, le

cadmium, certains génes se trouvent en plus grande expression
transducteur est encore en développement mais il sera composé de fibre optique. Dans ce
mémoire, nous sommes surtout concernés par le choix de la matrice d’immobilisation qui

doit répondre a certains critéres physico-chimiques dans I’optique de I’utiliser dans un

biocapteur.

1.2 Théorie sur la diffusion

Il existe deux types majeurs de diffusion en chimie: 1’auto-diffusion et la diffusion
mutuelle. L’auto-diffusion est régie uniquement par le mouvement d’une espéce sous
’agitation thermique (mouvement Brownien), alors que la migration ou diffusion
mutuelle est régie par des gradients de température ou de concentration en plus du
mouvement brownien. La diffusion mutuelle se combine donc a I’auto-diffusion. La
valeur de ces deux types de diffusion est souvent semblable pour des solutions trés
diluées. Les expériences réalisées avec une cellule de diffusion ou par la méthode RFAP
(chapitre 4) mesurent la diffusion mutuelle (régit selon 1’équation (1.1)) a cause de la
présence d’un gradient de concentration. Les expériences réalisées par SCF (chapitre 3)
mesurent 1’autodiffusion (régit selon I’équation 1.2). La diffusion mutuelle désigne la
tendance naturelle d'un systéme a rendre homogénes les concentrations des espéces
chimiques en son sein. Le flux de diffusion (J) est régit par la loi de Fick :

J=-DVC. (1.1)



Ou Dy est le coefficient de diffusion mutuelle en m%/s et dépend fortement de la
température, V C est le gradient de la concentration en mol par m’ et le signe (-) indique
que le flux va des endroits les plus concentrés vers les moins concentrés. L’auto diffusion
est le processus par lequel la matiére est transportée d’un endroit du systeme a un autre

ar collisions moléculaires aléatoires selon 1’équation suivante :
p

2 -x,)
P=(47D1) ? exp 3_4—;"-,)— : (1.2)

ou P est la probabilité la probabilité de trouver une molécule se trouvant initialement a xg
4 une position x a un temps t. D, est le coefficient de d’auto-diffusion. Comme les valeurs
D, et de D,, sont semblables dans les conditions de ce travail on utilisera simplement D

pour désigner le coefficient de diffusion expérimental.

L’hydrogel employé pour I'immobilisation de Chlamydomonas dans un biocapteur doit
posséder certaines caractéristiques physico-chimiques faisant intervenir la diffusion.
Premiérement, puisque dans les eaux naturelles l'internalisation biologique des métaux
traces est souvent ’étape limitante’ (Figure 1) tel que les complexes labiles ne
contribuent pas a la biodisponibilité. Il faut donc que le flux de diffusion des métaux a
’intérieur de 1’hydrogel ne devienne pas limitant par rapport au flux d’internalisation de
ces métaux a l'intérieur des microorganismes ce qui pourrait modifier la labilité des
complexes. Puisque les flux d'internalisation ont déja été mesurés pour Chlamydamonas
en solution'’, il est possible d'évaluer l'effet d'une fine couche d’hydrogel de quelques
microns ou dizaines de microns sur le transport dans le capteur. Pour que le biocapteur

soit efficace il faudra démontrer que la diffusion théorique des éléments chimiques a



’intérieur de 1’hydrogel est plus rapide que celle de ces mémes éléments a I’intérieur de
I’algue (flux d'internalisation). Pour ce faire, on utilise les deux équations suivantes :

. 1 (1.3)
J, =D(C" - CU)(—'/;) ,

Jus =D(C-CONot ), o
. v oo,
ou J est le flux de métal ou I'indice d,s signifie diffusion sphérique et P signifie planaire.
Pour le calcul du flux de métal vers I’intérieur d’un microorganisme, on suppose un
modéle sphérique avec un certain rayon et donc on utilise 1’équation (1.4) Pour le calcul
du flux a ’intérieur d'un gel, on suppose que la diffusion est planaire et donc 1’équation
(1.3) est la plus appropriée, o C est la concentration du métal dans la solution (") ou 4 la
surface du microorganisme ou du gel (©), w est I’épaisseur de la couche de diffusion et ry
le rayon de la sphére. On remarque que pour le gel il n’y a pas de diffusion sphérique et
le terme 1y de 1’équation (1.4) disparait. En comparant le flux de métal pour différentes
épaisseurs de gel et les flux expérimentaux d’internalisation de ce méme métal pour un
microorganisme d’un certain rayon on pourra alors déterminer quelle est 1’étape
limitante. Deuxiémement, il faut que le gel soit biocompatible avec les algues afin que
celles-ci puissent vivre normalement pendant un certain temps a I’intérieur de I’hydrogel.
Troisiémement, il faut que la température de gélification soit inférieure a 37 °C afin
d’éviter des dommages et des stress biologiques chez Chlamydomonas. Quatriémement,
pour ne pas trop ralentir la diffusion des cations, I’utilisation de gels neutres ou il n’y a
pas d’interactions €lectrostatiques entre le gel et le cation serait préférable. Les gels

possédant une charge risque de se dénaturer'® sous conditions de faible force ionique qui



pourraient étre rencontrées dans les eaux douces du Bouclier canadien. Par exemple, sous
ces conditions, les charges présentes sur des gels d'alginate ne sont pas écrantés
suffisamment pour que les molécules dans le gel soient 4 une distance adéquate pour
former le réseau polymérique du gel. Le gel perd donc son intégrité et peut se dissoudre.

ll9

De méme, la complexation du métal par le gel” pourrait ralentir la diffusion des cations a

l'intérieur de celui-ci.

1.3 Revue de littérature des gels utilisés pour I'immobilisation de microorganismes.

Une technique d’immobilisation pour 1’algue Dunaliella salina a été développée pour des
mesures RMN®. Dans cet article, les auteurs ont immobilisé 1’algue dans des petites
billes d’agarose selon la méthode de Nilsson et al*!. La température d’immobilisation
pour cette technique est de 37 °C. Ils ont observé que les cellules immobilisées dans les
particules d’agarose avaient maintenu leurs fonctions vitales de photosynthése sur des
semaines. De plus, I'immobilisation de cette méme algue avec un gel d’alginate de
calcium avait été reportée. Cependant, Oren-Shimer et al.'® avaient remarqué des

problémes d’intégrité du gel a cause de sa forte charge.

Dans un autre article’, les auteurs ont immobilisé Chlamydomonas sp dans un gel
d’agarose a faible point de gélification (Boehringer Mannheim, Germany) afin de
mesurer la consommation d’oxygéne des algues, car la mesure de consommation
d’oxygeéne pour une seule cellule est impossible. Dans cet article, ils ont aussi observé
que l'immobilisation dans l'agarose n’a pas endommagé les cellules car celles-ci

continuaient a se diviser normalement pendant une semaine.



Shankar ef al® ont utilisé un gel d’agarose de type SeaPlaque pour I’immobilisation
d’une levure pour la production d’éthanol selon la méthode élaborée par SivaRaman et
al**. Dans cette technique, la température ne dépasse pas 40 °C une fois que les levures
sont mélangées a ’agarose. Cette méthode peut aussi étre utilisée pour les cellules

sensibles a la chaleur comme la Chlamydomonas, donc en bas de 37° C.

Bagal et Karve?® ont utilisé un mélange d’agarose et de gomme de guar pour immobiliser
un enzyme. L’utilisation de ce mélange de biopolymére ne coite pas cher, il n’y a pas
d’absorption non spécifique sur la membrane par 1’analyte et il posséde une trés bonne
biocompatibilité. La porosité du biopolymére peut étre ajustée en jouant avec les
concentrations de chacun des composants. L’article n’indique pas la méthode détaillée du
processus d’immobilisation ni la température a laquelle il faut chauffer pour la

fabrication du gel.

Zvitov et al’® ont utilisé un mélange d’agarose et de glycérol pour immobiliser les
bactéries E. coli et S. marcescens pour étudier la viabilité des bactéries sous I’influence
d’un champ électrique. Leur but était d’utiliser un champ électrique pour stériliser les
instruments médicaux qui sont souvent contaminés par des bactéries prises dans des
biofilms. Les bactéries sont immobilisées dans des petites billes d’agarose de 4.3 mm de
diametre. Les bactéries sont ajoutées au meélange aprés que ’agarose soit refroidie a 35
°C. Bien que le glycérol n'ait pas d'effets néfastes sur les bactéries, aucune donnée n'a été

présentée pour les algues.
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Dans un article plus récent 27, Mulchandani et al, ont immobilisé la bactérie Escherichia
coli dans un gel d’agarose a faible point de gélification pour la fabrication d’un
biocapteur pour mesurer des composés neurotoxiques d’organophosphates provenant de
pesticides. Les bactéries sont incorporées a un gel d’agarose (1%) a une température de
37 ° C. La stabilité du biocapteur a été évaluée en mesurant la réponse du biocapteur a un
pesticide. Aprés un mois et 75 utilisations du biocapteur, la stabilité de celui-ci a
finalement commencé a diminuer. D’autres articles plus récents mentionnent 1’utilisation

2829 5oit pour de

de I’agarose comme méthode d’immobilisation soit pour des bactéries
1’ADN™. Les propriétés physicochimiques et l'utilisation principale du gel sont résumées

dans le Tableau 1.

Pour finir, il faut mentionner quelques autres gels qui ont été employés dans des
biocapteurs. Par exemple, il existe plusieurs articles qui utilisent 1’alginate pour
’immobilisation de Chlamydomonas®®. Par exemple, Ping et al>* ont utilisé un
mélange 0.15% d’alginate de sodium, 4 % de SiO; et 10% d’alcool polyvinyle mais ils
n’ont pas fourni d’information détaillant comment I’algue a réagi dans un tel mélange ni
a quelle température la gélification s'est faite. Ces gels fonctionnent bien pour

35-37

I’immobilisation des algues et des bactéries mais ont une charge significative qui

pourrait nuire au transport des cations. De plus, a faible force ionique le gel risque de se
défaire suite a la perte d’ions de calcium. Les mémes problémes pourraient arriver avec

des gels comme la pectine et le carragheen®®. De méme, les gels de
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polycarbamoylsulphonate (PCS) possédent une meilleure stabilit¢ que I’alginate, la

pectine et le carragheen, mais ils sont aussi négativement chargés.

Tableau 1: Tableau résumant les propriétés physico-chimiques des gels d’agarose

utilisés dans la littérature pour I'immobilisation de microorganismes.

Type de gel Température de Charge du Espeéces immobilisées Références
gélation gel

Agarose FPG Moins de 37 Tres faible Dunaliella salina Bental et al

(sigma)

Agarose FPG Moins de 37°C  Trés faible Chlamydomonas sp  Messerli et al

(Boehringer 22

Mannheim)

Agarose Moins de Trés faible levure Shankar ez al”

Sea Plaque 40 °C

Agarose Non spécifié Trés faible enzyme Bagal et

et gomme de Karve®

guar

Agarose et Moins de Tres faible E. coli et Zvitov et al’®

glycerol 37°C S. marcescens

Agarose FPG Moins de Trés faible Escherichia coli Mulchandai et
37°C al”’

Agarose Moins de Tres faible Bacillus subtilis Tammevesk et
37°C al **

Agarose 17°C Non sulfate-reducing Edenborn e a/

FPG spécifié bacteria 2

Type (IX-A,

Sigma)

Agarose et Moins de Non adenosine deaminase Dessouki

casein 30 °C spécifié  (ADA) et al’®

Finalement, Mahan et al.*° ont utilisé un gel de silice pour immobiliser des algues. Dans

ce cas, le processus de gélification nécessite de mélanger I’algue et la silice a une
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température de 105 °C qui ne serait sGrement pas approprié¢ pour une algue verte. De

plus, la silice posséde une charge négative a un pH neutre.

En résumé, il semble que les gels utilisés pour des biocapteurs, autres que I’agarose, ne
satisfont pas les critéres recherchés. Le gel d’agarose semble donc étre le meilleur choix
comme matrice d’immobilisation. L’agarose a faible point de gélification a été utilisée
avec succes pour I’immobilisation d’algues et de microorganismes, i.e. deux des trois
criteres qui ont été décrits précédemment. 1l reste donc a vérifier expérimentalement
l'effet du gel sur la diffusion des cations afin de valider I'utilisation potentielle de
l’agarose a faible point de gélification comme matrice d’immobilisation dans un

biocapteur.

1.4 Caractéristiques chimiques principales d'un gel d'agarose.

L’agarose est un polymeére linéaire composé de deux unités le-(1—>3)-B-D-
galactopyranose- et le (1—>4)-3,6-anhydro-a-L-galactopyranose :

CH
(%) 74

0\
) 9
H. K'p4
C\M\ °m/ H
]
OH o 2
Figure 2 : Structure chimique de ’agarose.

L’agarose posséde une structure en double hélice* qui est stabilisée par des ponts

hydrogénes provenant des molécules d’eau situées a I’intérieur de la cavité de I’hélice et
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les groupements hydroxyles des chaines latérales du polymeére. C’est pour cette raison

que le gel doit étre préservé dans I’eau pour qu’il conserve son intégrité.

L’agar est un mélange d’agarose et de d’agaropectine qui est isolé de la paroi cellulaire
d’une algue rouge Gracilaria. L.’ agaropectine est lui un mélange hétérogéne de molécules
plus petites, qui s’accrochent a la chaine d’agarose dans des proportions plus faibles.
Leurs structures sont semblables, mais celles-ci peuvent contenir des groupements
sulfates, méthyles et d’acide pyruvique. L’agarose a faible pointlde gélification est de
’agar auquel on a enlevé ’agaropectine, mais comme 1’agarose ne peut étre pur a 100%
celui-ci aura toujours une charge négative en milieu aqueux provenant des groupements
d’acide pyruvique (pK,=2.39) de I’agaropectine résiduelles. De plus, plus 1’agarose est

pur, plus son point de gélification sera bas.

1.5 Objectifs

Dans ce projet, la diffusion d’analyte a I’intérieur du gel d’agarose a faible point de
gélification nous intéresse plus particulicrement. Différentes méthodes seront utilisées
pour y parvenir comme par cellules de diffusion couplées a des mesures de
concentrations par spectroscopie U.V. ou de Spectroscopie d’Absorption Atomique avec
Four Graphite (SAAFG); la Spectroscopie par Corrélation de Fluorescence (SCF) ainsi
que par la technique de Récupération de Fluorescence Aprés Photoblanchiment (RFAP).
Dans cette optique, le chapitre 2 sera consacré a 1’optimisation de la technique SCF. Le
chapitre 3 sera consacré aux mesures de diffusion d’analyte & I’intérieur du gel d’agarose

par ces différentes techniques.
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Comme il est difficile d’évaluer la biodisponibilité¢ des métaux in-situ 1’objectif final du
projet est de développer un biocapteur pour mesurer les risques écotoxicologiques dus a
la présence de métaux dans |’environnement. Par contre, pour arriver a cette finalité, la
vérification de sous objectifs est nécessaire et fait I’objet de ce mémoire. Les objectifs

spécifiques de ce travail sont donc :

o De caractériser la diffusion du cadmium a I’intérieur du gel d’agarose a faible

point de gélification par cellule de diffusion.

o De caractériser la diffusion de fluorophores a [’intérieur de ce méme gel par
cellule de diffusion et avec la technique de spectroscopie par corrélation de

fluorescence (SCF).

o D’optimiser la technique de spectroscopie par corrélation de fluorescence (SCF).

o De comparer les coefficients de diffusion du Cadmium et des fluorophores
obtenus par les différentes techniques (Cellules de diffusion/SAAFG, Cellules de

diffusion/UV et SCF).

o Dr’utiliser la technique RFAP pour la mesure de coefficient de diffusion de R6G et

RB dans le gel d’agarose.

o De vérifier que I’utilisation du gel d’agarose a faible point de gélification comme
matrice d’immobilisation n’ajoute pas un processus limitant a la bioaccumulation

du cadmium par Chlamydomonas reinhardltii.
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2. Diffusion coefficients of rhodamine derivatives as
determined by Pulsed Field Gradient — Nuclear Magnetic

Resonance and Fluorescence Correlation Spectroscopy*

2.1 Abstract

Rhodamine derivatives are popular fluorophores that are used in a number of fluorescent
based techniques, including fluorescence correlation spectroscopy (FCS), due to their
excellent photostability. Indeed, in FCS, both rhodamine 6G (R6G) and rhodamine 110
(R110) have been used to calibrate the instrument confocal volume. In spite of the need
for precise values of the diffusion coefficients for these standards, literature values are
scarce and vary over an order of magnitude. In this paper, the diffusion coefficients of
four rhodamine fluorophores (thodamine 6G (R6G), rhodamine B (RB), rhodamine 123
(R123), rhodamine 110 (R110)) were determined by pulsed field gradient nuclear
magnetic resonance (PFG-NMR) spectrometry and then validated by comparison with
fluorescence correlation spectroscopy. With the objective of validating the FCS
calibration, diffusion coefficients of several dextrans and a polystyrene nanoparticle were
also determined and compared with literature or theoretical values based upon the Stoke-
Einstein equation. The work presented here leads us to conclude that the diffusion

coefficients for R6G and R110 have generally been underestimated in the literature.

*Gendron, P.O., Avaltroni, F., Wilkinson, K.J. in press: J. Fluorescence
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We propose revised values of 4.4x10"° m* s for R110 and 4.0x 10" m* s for R6G.
Using the revised D value for R110 to calibrate the FCS instrument, diffusion coefficients
were then systematically determined for different conditions of pH, ionic strength and
concentration. To correct for differences due to solvent effects (DO vs. H,0), an isotopic

correction factor, D, /D, , of 123, was determined from both FCS and from the

solvent auto-diffusion coefficients obtained from NMR.

2.2 Introduction

Due to their photostability, their large extinction coefficients and high fluorescence
quantum yield‘”, rhodamine derivatives are widely used for diffusion measurements or as
labels in environmental***® biochemical*’*' and interfacial studies®’. Among other uses,
they are employed to calibrate fluorescence correlation spectroscopy (FCS), a technique
now widely employed to determine molecular sizes and to characterize translational
(Brownian) diffusion'> *® in complex media. Nonetheless, despite their use as calibration
standards, their translational diffusion coefficients in water have not been precisely
characterized, due in part to the inherent difficulty in measuring D precisely and to the
fact that values of the diffusion coefficients will depend upon concentration, ionic

54-56

strength and pH due to dimerization and/or aggregation effects. Indeed, literature

values of D, where available, vary by nearly an order of magnitude (Tables 1-2).

Since large errors in the diffusion coefficients will introduce systematic errors of similar
magnitude on the final FCS measurements, the aim of the present work was to determine

accurate and precise values of translational diffusion coefficients for several rhodamine
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derivatives (Figure 3) (Rhodamine 6G (R6G), Rhodamine B (RB), Rhodamine 123
(R123), Rhodamine 110 (R110)) under relevant conditions of pH, ionic strength and
concentration. In FCS, values of 2.8 x 107" m?* s™! (RE»G)S7 and 3.0 x 107" m? s’ (R1 10)°
are commonly employed to calibrate the instrument (these references have been cited in
the FCS theory). Therefore, one objective was to verify the accuracy of these values. The

study was performed initially using pulsed field gradient nuclear magnetic resonance

(PFG-NMR)™ then validated using FCS*" .

c)
@

4
®
HoN o NH, H,N o} NH,
S
LT U T e

Figure 3: Structures of rhodamine derivates.
(2) Rhodamine 6G, (b) Rhodamine B, (c) Rhodamine 123 and (d) Rhodamine 110.

2.3 Theory

In FCS, translational diffusion coefficients are determined by measuring diffusion times
of a fluorescent probe inside a carefully calibrated small (confocal) volume (typically
~0.2 um?®). Variations of the fluorescence intensity inside the confocal volume are

attributed to the translational diffusion of a small number of fluorophores. For a 1-
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component system, in the absence of phosphorescence, diffusion times are determined

from an auto-correlation function, G(¢):

. 03 @.1)
G(t)=a+l(1+i] (1+L2} ,
n

T pT
where a is the limiting value of G(#) for t & c (usually @ = 1), n is the average number
of fluorescent particles diffusing in the confocal volume, 7 is the diffusion time of the
fluorescent species inside the confocal volume, p is the structure parameter (which is the
ratio of the transversal o, to the longitudinal ®. radius of the confocal volume p =
0,/0,). Diffusion coefficients of the unknown molecules or particles are calculated from

their diffusion times following calibration of the dimensions of the confocal volume,

generally using R6G (D=2.8x10"" m®s™) or R110 (D=3x10""" m?s™).

In a PFG-NMR experiment, magnetic pulsed-field gradients with a stimulated echo
sequence, as describe by Stejskal et al®, are applied to the sample in addition to the
instrument's static magnetic field. The gradient pulse labels the nuclear spin based upon
the molecule’s position in solution. After diffusing a short distance through solution, a
decoding gradient pulse is applied. The intensity, J, of the resonances of the molecule in
the NMR spectrum will be attenuated in proportion to the magnetic gradient pulse
amplitude G(T/m) and the diffusion coefficient D:

(2.2)

1=1, exp[—p(G(Sy)2 (A—gﬂ :

where /; is the signal intensity or integral in the absence of the gradient pulse, & is the

duration of the pulse, ¥ is the gyro-magnetic ratio of the nucleus under investigation and
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A is the diffusion delay time. This equation holds only for simple PFG-NMR
experiments and is slightly modified for more sophisticated pulse sequences®. The
optimization of PFG-NMR experiments to achieve precise measurements of the diffusion

coefficient has been addressed by Antalek 53 .

For hard spheres, diffusion coefficients can be determined from their radius using the
Stokes-Einstein equation;

AT 2.3)
6mnr’

D

where & is Boltzmann's constant, T is the temperature, 7 is the viscosity and r the

hydrated radius of the particle.

Since NMR experiments are more easily performed in D,0O, it is necessary to correct for
the isotopic effect on the translational auto-diffusion coefficients. The dependency of the

diffusion coefficient on temperature, 7, is strong and different for the two isotopes and

can been taken into account using the following equation®:
T —209.443]“"l (2.4)
Do 0 209.443
Dy T-222.54""
222.54

The above constants are auto-diffusion coefficients that reflect the friction of the solvent

on itself. Assuming that rhodamine-rhodamine interactions are negligible due to the high
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dilution used in the experiments (for FCS, concentrations are < 10 M), a solvent friction

similar to that of the water should be determined:

Dy, D(rhodamine)Hzo B r(rhodamine)Dzo 2.5

~

D,, D(rhodamine), , ~ 7(rhodamine) o

Since diffusion times, 7, can be measured directly within a given confocal volume, no

mathematical assumptions are required in order to determine the isotopic effects of

solvent deuteration on the diffusion coefficients (Eq 2.5) by FCS.

2.4 Materials and Methods

Compounds R6G, R110 (laser grade, 99%,) and three dextrans labeled with
tetramethylrhodamine (molar masses of 10000, 40000 and 70000) were purchased from
Molecular Probes. R123 (>99%) and RB (>99%) were obtained from Sigma-Aldrich
while the polystyrene nanoparticles (57 nm diameter, green dragon label) were purchased
from Bangs Laboratory. Solutions of the four fluorophores (R6G, R123, R110, RB) were
prepared in Milli-Q water or in D,O (Sigma Aldrich) at final concentrations of <107 M
(FCS) or 0.016, 0.08, 0.4 and 2.0 mM (NMR experiments). For experiments examining
pH (pD) or ionic strength effects using NMR, KOD or DCI was used to adjust the pD
(2.9, 7.3, 10.3) and KCI was added to adjust / (2, 10 and 100 mM). Due to the limited
solubility of some of the fluorophores, some experiments were performed in aqueous
solutions of MeOH or MeOD that were purchased from Sigma-Aldrich. Water was Milli-
Q grade (R>18 MQ cm, total organic carbon concentrations< 2 pg C L). High purity
potassium chloride, potassium hydroxyde and nitric acid were employed for pH and ionic

strength adjustments.
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FCS

Two FCS devices were employed in this study. The first (Geneva) was a Confocor
Axiovert 135TV on a Carl Zeiss platform while the second was a system that was
mounted on a Leica TCS SP35 laser scanning microscope (Montreal). Excitation of the
rhodamine derivatives was performed using an Ar ion laser at 488 or 514 nm.
Fluorescence intensity fluctuations were quantified with an avalanche photodiode
detector. Three experiments, each with 10 replicate measurements, were performed for
each experimental condition. Due to the temperature dependence of the diffusion
coefficients, temperature was carefully measured and controlled (22.5 °C). On the
Confocor instrument, data were acquired with a control program from Carl Zeiss Jena
GmbH (version 1.2.1) and interpreted using FCS Access Fit Software (version 1.0.12,
Evotec BioSystems GmbH). The Leica SP5 used ISS Vista FCS software (version
3.6_37). The FCS confocal volume was calibrated using 5 known concentrations of R110
with an assumed initial diffusion coefficient of 3.0 x 10™° m? s or with R6G (D=2.8
x10"% m? s). FCS was also used to determine the isotope effect (D,0/H,0) on the
.diffusion coefficients of the rhodamine derivatives. In that case, diffusion times were

measured in D,0 or H;O without calibration of the confocal volume.

PFG-NMR
Nuclear magnetic resonance (NMR) experiments were performed on a Bruker Avance
400 and 600 MHz instrument. In order to compare diffusion coefficients acquired by

NMR with those obtained using FCS, the temperature of the NMR measurements was
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matched to that of the FCS measurements (22.5 °C). Finally, in order to ascertain that the
measurements were reproduciblte, 3 to 12 different peaks(see Figure 1A in appendix for
NMR spectrum) were used for D determinations, depending on concentration and signal
quality. Under these conditions, 7168 scans were required to acquire data with an
acceptable signal to noise ratio for the least concentrated solutions (16 uM) of R6G and
RB while 256 scans were performed for the other conditions. Eight to sixteen different
gradient strengths from 0.01 to 2 T m™ were used for each PFG-NMR experiment to fit
for the diffusion coefficients (see Figure 2A in appendix). Errors of D determined by

NMR should be lower than 10 % for the least concentrated samples (16 uM).

2.5 Results and Discussion

Determination of water isotopic effect on D

NMR diffusion measurements of fluorophores are greatly facilitated by performing the
measurements in D,0. For comparison with values obtained in H,0O, it is necessary to
quantify the isotopic effect. As expected, diffusion times of the rhodamine derivatives
obtained in D,0 were signiﬁcantly slower than those obtained in H,O, corresponding to
smaller D values in D;0. Indeed, for R6G, R123 and RB, the ratio of the diffusion
coefficients was 1.23 at 22.5°C, which compares well with values obtained previously by

experimentation 55 (1.26) or by simulation  (1.20).

Determination of D for R110 and R6G
Two fluorophores are commonly used as diffusion coefficient standards in FCS: R6G

(D=2.8 x10'° m? sy and R110 (D=3.0x10"" m? s!). Following correction for the isotopic
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effect, a D value of 4.8 x 107" m® s was determined by NMR for R110. Nonetheless, due
to the fluorophore's limited solubility and the small number of non aromatic protons
(fewer signals), the uncertainty on the value was quite large, ca. 21%. For R6G, a value
of (4.0£0.3) x10'% m? s was determined by NMR for R6G. Both D values were
significantly higher than the generally accepted literature values but were less precise.
Therefore two complementary strategies were employed to reduce uncertainty and
increase accuracy of the D values: (i) for model fluorophores, diffusion coefficients
determined by FCS (using standard calibrations of the confocal volume) were compared
to values determined by NMR and (ii) for model size standards, D values determined by

FCS were compared to theoretical values calculated from the Stokes Einstein equation.
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Figure 4: Experimental diffusion coefficients determined by NMR as a function of
those determined by FCS.

(Assuming a value of 3.0 x 10'® m® s during the calibration of the confocal volume with
R110). Several fluorophores/conditions were examined: 1) R6G in 50% MeOH, 50%
H,0; 2) R110 in 5% MeOD, 95% D,0; 3) R110 in 10% MeOD, 90% D,0 4) R6G in
H,0 5) RB in H,0.

Based upon a calibration using R110, diffusion coefficients were obtained for a number

of standard solutions using NMR and FCS (Figure 4): When plotted together, FCS values



24

were on average 41% lower than values obtained by NMR after correction for the D,O
isotopic effect. For example, in addition to the larger D values that were observed above

for R110 and R6G, a value of 4.2x107® m? s™" was obtained by NMR for RB.

Literature values of the diffusion coefficients of three dextran standards ' and that of a
polystyrene particle standard determined from the Stokes Einstein equation (Eq. 2.3)
were plotted (Figure 5) against values of D obtained from FCS. By calibrating the FCS
with a D value of R110 = 3.0x10"® m? s, FCS determinations were once again
significantly smaller than theoretical values for the particles (slope =1.33, R%= 0.913).
The value of the slope suggests that D for R110 should be on the order of 4.0 x10™'° m?
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Figure 5: Theoretical diffusion coefficients of particle standards determined as a
function of those determined by FCS.

(Assuming a value of 3.0 x 10"° m? s during the calibration of the confocal volume with
R110). Several particle standards were examined: 10000 molar mass dextran (D1); 40000
molar mass dextran (D4), 70000 molar mass dextran (D7) and a polystyrene particle
standard (PS) with a radius of 57 nm error bars are smaller than their symbols.
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Based upon the above data, all FCS experiments were recalibrated using an intermediate
D value of 4.4 x 10" m®s! for R110. Using the new calibration, revised slopes of 1.01
were obtained for Figure 3 (R?=0.90) and 1.01 for Figure 4 (R?=0.999). The above
experiments also imply a significantly higher value of D for R6G of 3.7 x 1010 m? s

(also see below).

Critical evaluation of the revised D values

Both the NMR results and the FCS measurement of the standard compounds indicated a
significant underestimation of the generally accepted values of the diffusion coefficients
for R110 and R6G. Nonetheless, other D values are available in the literature for R6G
(and RB) that are more in line with the values determined here (Tables 2,3). For example,
our values are consistent with those determined previously in aqueous solutions by
capillary/ microchannel electrophoresis and voltammetry: (4.0-4.6)x10" m? 5! for R6G
(Table 2), and 4.3x10"% m? s! for RB (Table 3). In fact, most of the lower values of D in
the literature were previously determined by FCS. Some of the uncertainty on the
literature values may result from a lack of a control over temperature or fluorophore
concentration or to the absence of a correction for the isotope effect for experiments

performed in D,O.

It is nonetheless necessary to be critical of the results provided here. It is notable that few
fluorescent compounds are currently available with precisely known values of their
diffusion coefficients. Furthermore, orthogonal methods are rarely used to confirm D

values. For the FCS evaluations of the particle standards, diffusion coefficients were
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outside the calibration range of the rhodamine derivatives. With respect to diffusion
coefficient determinations made using NMR, the measurements are much more accurate
when performed at fairly high concentrations in D;0. The correction for the isotopic
effect adds some uncertainty to values required in H,O. More importantly, some of the
compounds that were examined have a tendency to dimerize or aggregate at high

54, 55

concentrations which could result in an apparent decrease in D. The effect of

fluorophore concentration was examined in detail in the next section.
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Table 2: Summary of diffusion coefficients determined from the literature for

Rhodamine 6G.
Conditions D Technique Ref
(107 m? 571

Water 2803 FCS >7

Water, 20 °C 3 FCS 68

Water / D,0 2.9+ 0.7* NMR 6

Water 4.0 -

70

0.2 M KCl, pH 7.0 Dox = 4.0 Voltammetry n

Dreq = 4.2 Ox and Red species not
specified

20 mM Boric acid, 100 4.59 E-Field method 72

mM Tris, 25°C 4.14 £ 0.01 capillary/microchannel

20 mM Boric acid, 100 electrophoresis 72

mM Tris, 25°C static imaging

50:50 water/methanol  2.71 + 0.09 capillary/microchannel 7
2.684 + 0.005 electrophoresis, various
2.69 +0.02 detection techniques
2.88+0.17

50:50 water/methanol 2.7 + 0.1 capillary/microchannel

electrophoresis
Various combinations 2.9 # 0.3 (ethanol) Patterned FCS ™

of water and alcohol

2.5 £ 0.3 (60:40 H,O/methanol)
2.5%0.2 (50:50 H,O/methanol)
2.8 + 0.3 (40: 60 H,O/methanol)
3.4 + 0.4 (20: 80 H,O/methanol)
4.5 + 0.6 (5: 95 H,O/methanol)

* Values were not corrected for isotopic effect. Corrected values would be ca. 3.5x10™°

m’ s’
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Table 3: Summary of diffusion coefficients determined from the literature for
Rhodamine B.

Conditions D Technique Ref
(100 m? s
20 mM Boric acid, 100 4.27 +0.04 capillary/microchannel
mM Tris, 25°C electrophoresis
0.05 M H;804, 9.6 10 3.2£0.2 Rotating disk 7
M Rhodamine B voltammetry
Water, 21.5°C 3.6 Time-lapse microscopy *’

Effect of concentration on D

For R110, it was not possible to perform NMR experiments in the same concentration
range as R6G and RB due to its limited solubility and the scarcity of non-aromatic
protons. Indeed, only a single peak could be used to determine the diffusion coefficient
for R110 after 48 hours of instrument time and a nominal concentration of 0.05 mM. Due
to the sensitivity differences of the NMR and FCS techniques, the examined
concentration ranges did not overlap. For both R6G (Figure 6a) and RB (Figure 6b),
diffusion coefficients decreased significantly (ANOVA, p<0.05) as a function of the
fluorophore concentration for concentrations down to 16 pM. Such results are consistent
with the work of Dare-Doyen et al who have shown that in the mM to uM range, R6G
has a strong tendency to dimerize in water. No such decrease was observed for R110 nor
R123, although this was mainly due to our inability to perform systematic NMR
experiments at the higher concentrations necessary for NMR. For all of the fluorophores
that were examined, no apparent aggregation was observed for concentrations below 100
nM (Figure 6). Note that some controversy exists in the literature on the importance of
the R6G dimers. Sariri et a/ have shown that the monomer: dimer abundance was
invariant with concentration, while Daré-Doyen er al showed with molecular modeling

studies that the dimerization was thermodynamically favorable. In the PFG-NMR



29

experiments, the reduction of D with increasing concentration indicated that
dimerization/aggregation was indeed favored at the higher fluorophore concentrations,
suggesting that the thermodynamic explanation is the most appropriate here. The
concentration effect observed here might also partially explain why such a large variation
of diffusion coefficients has been observed in the literature for these compounds: each
technique has its own analytical window. It would appear that the rhodamine monomers
are stable only at the lowest concentrations in aqueous solution. Given the important role
of concentration on the dimerization or aggregation of these partially charged

fluorophores, ionic strength and pH effects were also examined.
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Figure 6: Influence of the concentration on the diffusion coefficient of 4 rhodamine
derivatives.

As determined by FCS (white symbols) and NMR (full symbols). Figures correspond to:
a) R6G, b) RB, c) R123, d) R110. NMR experiments were performed in DO at pH 6.5 at
an ionic strength of 2 mM, FCS experiments were performed in H,O at pH 5.8 at the
same ionic strength.
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Effect of ionic strength and pH on D

For charged molecules, increased ionic strength is expected to result in increased charge
screening leading to decreased electrostatic repulsion and increased aggregation (smaller
D). For ionic strengths varying between 10* M and 10° M (10"' M for R6G, Figure 7a),
no significant changes in the diffusion coefficient were observed for any of the 4
fluorophores (Figure 7, ANOVA, p>0.05). Observed variations were within the analytical
precision of the two techniques that were used. For R6G, the large observed difference in
the results obtained by FCS and NMR were attributed to the very different concentrations

that were employed for the analysis (FCS: 0.1 uM; NMR: 2 mM).
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Figure 7: Influence of the ionic strength on the diffusion coefficient.
(a) R6G, (b)RB, (c) R123 and (d) R110 as determined by FCS (white symbols) and NMR
(full symbols). FCS experiments were performed using 100 nM of each fluorophore,
pH=6.35 whereas 2 mM of fluorophore was used in the NMR experiments (pH= 5.35).
Given the protonable functional groups in all of the fluorophores, changes in pH could be
expected to vary the intermolecular electrostatic repulsion resulting in potentially large
increases in aggregation. For the conditions that were examined here (Figure 8), a
significant role of pH was observed only at very high pH values corresponding to the
deprotonation of the amine protons on the R6G, RB and R110. No significant changes
were observed for any of the fluorophores below pH 9.5. Furthermore, for the higher

concentrations of the NMR experiments, no changes in D were observed for R6G.

Nonetheless, it should be noted that due to solubility concerns, pH was not manipulated
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over the same range as for the FCS experiments. As above, the NMR determined

diffusion coefficients were significantly lower than those determined by FCS.
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Figure 8: Influence of the pH on the diffusion coefficient.

(a) R6G, (b)RB, (c) R123 (d) R110 as determined by FCS (white symbols) and NMR
(full symbols). FCS experiments were performed using 100 nM of each fluorophore,
[=1mM while 2 mM of fluorophore was used in the NMR experiment (I= 2 mM). The
stars indicate significant differences between values (One-way Anova, p<0.001).
Comparison of the 4 fluorophores

Due to the relative invariability of D with pH, I and concentration, diffusion coefficients
that are valid for a broad range of experimental conditions (pH 2-9.5, I < 10" M,
fluorophore concentration <10 uM) can be provided (Table 4). In both D,O and H,O,
diffusion coefficients decreased in the order R110<R123<RB<R6G. Most of the effect

can be attributed to differences in the molar masses: R110 (366 g/mol) and R123 (380
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g/mol) have smaller molar masses than R6G and RB (480 g/mol). The observed
differences are, for the most part, consistent with a scaling of D with My'?. The small
difference between the values of D for R6G and RB can be explained by two potential
effects: (i) hydrogen bonding should increase in the order RB <R6G with a resulting in a
increase in diffusion time, corresponding to a decrease in the diffusion coefficient for
R6G with respect to RB; (ii) increased photodecomposition might lead to shorter
diffusion times (if photodecomposition occurs for times that are of similar or shorter
times to diffusion across the confocal volume). The second explanation is unlikely here
since, under the conditions of the experiments, R6G and RB had very similar triplet
fractions. In fact, of the 4 fluorophores that were evaluated, only R110 had a
systematically smaller triplet fraction for laser excitation at 488 or 514 nm. Indeed, the
smaller value of measured triplet fraction for R110, suggests that the R110 might be the
most appropriate calibration standard for FCS and that a value of 4.4 x 10" m? s (as
compared to 3.0 x 10"° m? s used previously) would be the most reasonable value of D.

Table 4: Values of diffusion coefficients proposed for the rhodamine fluorophores.

Values are given for moderate pH values (2-9.5), ionic strengths< 0.1 M and
concentrations <10 uM. Triplet fraction for all fluorophores were obtained under same
conditions pH of 7.39, ionic strength of | mM and concentration of 50 nM and the closest
as possible to their maximum absorption wavelength.

Rhodamine 6G Rhodamine B Rhodamine Rhodamine

123 110

D107 [m’s] 4.0+0.3 4.2403 4.4+0.3 4.3+0.3

Triplet fraction* 0.510.2 0.5+0.2 0.50.1 0.3+0.1
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2.6 Conclusion

Translational diffusion coefficients have been determined for 4 rhodamine derivatives:
R6G, RB, R123 and R110, of which two are commonly used as calibration standards for
fluorescence correlation spectroscopy. A diffusion coefficient of 4.0 x 107" m? s was
found for R6G and 4.4 x 10"'% m? s! was determined for R110. These values are higher
than the values that are frequently employed to calibrate the FCS technique but in good
agreement with several other analytical techniques (capillary/microchannel
electrophoresis, E-Field method electrophoresis or voltammetry). The combination of
PFG-NMR and FCS proved to be a powerful characterization tool to probe diffusion
coefficients in aqueous solutions. Nonetheless, the isotopic effect (D,0: H,0) had to be

taken into consideration since it was measured to be quite strong (D,,, /D, , =1.2), in

agreement with previous studies.

2.7 Appendix

Figure A1 : NMR spectrum of Rhodamine 6G.
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Figure A2: Diffusion coefficient fit for R6G at 0.08 M in D,O where the slope of In(l/ly)

(e

Vs gives the diffusion coefficient under these conditions.
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Chapitre 3: Diffusion dans le gel d'agarose

3.1 Introduction

Que ce soit dans des systémes environnementaux ou biologiques, la biodisponibilité des
métaux traces, des nutriments ou des médicaments peut étre régie ou limitée par des
phénomeénes de diffusion (Figure 1). Il est donc primordial de connaitre autant les
propriétés de réactivité chimique de ces mémes métaux traces, nutriments et médicaments
que de connaitre leurs propriétés physicochimiques comme, par exemple, leurs
coefficients de diffusion. Dans cette partie du travail, quatre méthodes (cellules de
diffusion/SAAFG, cellules de diffusion/UV-visible, SCF et RFAP ont été utilisées pour
évaluer le coefficient de diffusion de différents analytes dans le gel d’agarose a faible
point de gélification. Comme la diffusion du cadmium dans le gel ne peut étre mesurée
directement par les techniques de SCF et RFAP, différents fluorophores ont été employés
comme modéles. Les rapports Dea/Dgel Ont été ensuite comparés entre eux avec les
différentes méthodes. L’objectif de ce chapitre est donc d'évaluer les coefficients de
diffusion dans le gel et de valider la méthode de cellule de diffusion a 1’aide des ratios

Deau/Dge obtenus avec les différentes techniques.

3.2 Matériel et méthodes
Pour réaliser ’expérience de diffusion il faut d’abord fabriquer le gel a une concentration
de 2% (m/m).Pour ce faire, 4 g d’agarose (Bio-Radg) a faible point de gélification, sont

d’abord dissout dans 20 ml d’eau déionisée a 80°C que |’on place dans un tube Ependorff
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de 50 ml. On place le tube dans un bain d’eau thermostaté a 90 °C jusqu'a ce que la
solution soit transparente ce qui représente environ 15 minutes. Par la suite, on laisse
reposer la solution hors du bain thermostaté afin que les bulles d’air disparaissent de la
solution. Cette dernié¢re étape est trés importante car elle diminue le risque d’obtenir des
fuites dans le gel lors des expériences de diffusion. On verse ensuite la solution sur une
plaque de verre préalablement chauffé a 80°C. La plaque de verre est délimitée par 3
piéces de plastique de méme dimension qui servent a donner une épaisseur uniforme au
gel. Quand la solution est bien dispersée sur la premiére plaque de verre, on en applique
une deuxiéme, aussi préalablement chauffée a 80°C, sur les morceaux de plastique. On
place ensuite le tout dans une étuve chauffée a 50°C. On éteint ensuite 1’étuve de fagon a
ce que le gel se solidifie le plus lentement possible, ce qui assure une distribution plus
homogene de la taille des pores du gel d’agarose. Une fois le gel fabriqué, il est utilisé

dans une cellule de diffusion (Figure 9).On peut donc & I’aide de celle-ci trouver les

. coefficients de diffusion des métaux traces a travers la matrice d’immobilisation.

Gel inséré entre les deux compartiments

Agitateurs

Figure 9 : Montage d’une cellule de diffusion.
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Les gels sont découpés a I’aide d’un gabarit qui correspond a la fenétre de la cellule de
diffusion afin que le montage soit le plus étanche possible. Pour les expériences de SCF
et RFAP le gel est versé directement dans des cuvettes congues pour ce type d’analyse.
Le gel, d’une épaisseur de 0.94 mm mesuré a 1’aide d’un vernier, est inséré entre deux
compartiments de polypropyléne muni d’agitateur magnétique (Figure 9). Celui de
gauche est rempli avec 100 ml d’une solution de 1 mM de Cd(NOs), et 100 mM de
NaNQ; (Sigma-Aldrich) et celui de droite est rempli avec une solution de 100 mM de
NaNO; afin d’avoir approximativement la méme force ionique de chaque c6té de la
cellule de diffusion, car la force ionique provenant de Cd(NOs); est négligeable par
rapport a celle provenant du nitrate de sodium. Le pH est préalablement ajusté pour
chaque solution & 5.5. Une fois que les compartiments sont remplis, ils sont placés sur
une plaque agitatrice a une vitesse de 400 rotations par minute et des échantillons de 50
ML sont prélevés en triplicata a chaque dix minute durant une période d'au moins 40
minutes. Ils sont ensuite dilués a 500 yl, acidifiés et analysés par absorption atomique au

four graphite.

Pour I’analyse des échantillons un SAAFG de modéle AA240Z GTA120 (Varian) a été
utilisé. La programmation de température de la fournaise est donnée dans le Tableau
5.Une lampe SpectrAA (Varian) pour le cadmium a été utilisée a une longueur d’onde
228.8 nm et avec un courrant de 4 mA. Les fours graphites de partitions (Varian) ont été
utilisés. A cause de la présence d’une grande force ionique (0.1 M), le signal provenant

de ’analyte (Cd*") était initialement superposé a celui de la matrice (NaNO). L’ajout
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d’un modificateur de matrice au palladium (Sigma-Aldrich), 2% acide nitrique, 2% acide

citrique a été utilisé afin d’empécher cette superposition des pics.

Tableau 5: Programmation de la température du SAAFG utilisé pour ’analyse du
coefficient de diffusion du cadmium.

Température (°C) Temps (sec) Débit d’argon (I/minute)

85 5.0 0.3
95 40 0.3

120 10 0.3

450 5.0 0.3

450 10 0.3

450 2.0 0.3

2000 0.8 0

2000 2.0 0

2000 2.0 0.3

Pour la mesure des concentrations de la R6G et RB, un spectrophotométre UV-vis de
marque HACH DR 2800 a été utilisé. La procédure pour le montage des cellules de
diffusion est la méme que pour celui du cadmium. La concentration initiale de R6G dans
un des compartiments était de 100 uM pour deux expériences et de SO0 UM pour une

troisiéme. Pour RB, la concentration était de 50 UM pour trois expériences identiques.

Pour la partie SCF et RFAP le gel a été versé directement dans les cuvettes et les
solutions de 100 nM de R6G et RB ont été ajoutées au gel 24 heures avant leurs
analyses, celles-ci ainsi que la calibration du volume confocal ont été effectuées selon la
section 2.4. La technique RFAP consiste a irradier a une certaine longueur d’onde une
région d’intérét contenant des fluorophores. Au début de l’anaiyse, qui se nomme la
période de pré-photodécomposition, la fluorescence d’un analyte qui se trouve dans la

région d’intéret est mesurée. Ensuite, la puissance du laser est augmentée de maniere a ce



42

que les fluorophores ne puissent plus émettre de lumiére par un phénomeéne de
décomposition. Cette période d’analyse s’appelle période de photodécomposition.
Finalement, pour la période de post-photodécomposition, on irradie la région d’intérét
avec la méme puissance que pour la période pré-photodécomposition. Au temps initial
de cette période la fluorecence mesurée est beaucoup plus faible qu’a la période de pré-
photodécomposition car la plupart des fluorophores a I’intérieur du volume d’intérét ont
été photodécomposés. L’intensité de la fluoresence augmente au fur et a3 mesure que les
fluorophores qui se trouvent a I’extérieur de la région d’intérét migrent dans le volume
d’intérét par diffusion. En mesurant le retour de fluorescence dans cette région d’intérét a
travers le temps on peut dériver le coefficient de diffusion de I’analyte. Pour les
expériences RFAP, avant et aprés la période photodécomposition, le laser Ar a 496 nm et
514 nm sont utilisés simultanément avec une intensité de 5% tandis que pendant la

période de photodécomposition ces mémes lasers sont utilisés & une puissance de 100%.

3.3 Résultats

Mesure de D de Cd®" par cellule de diffusion couplée a la SAAFG

Dans ces expériences, il existe un gradient de concentration de ’analyte d’intérét (e.g.
métaux traces) entre les compartiments de la cellule de diffusion séparés par un gel
d’agarose, on mesure donc la diffusion mutuelle que I’on peut déterminer a I’aide de ces

deux équations qui sont des variantes de la loi de Fick équation (1.1):

vdc @
Adt’
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32
= pC . phc 62
dx I

ou J est le flux de diffusion d'un élément (mol cm™ min™) a travers le gel d’agarose a
faible point de gélification, ¥ est le volume (cm’) d’un compartiment de la cellule de
diffusion, 4 est la surface (cm”) du gel ou le cadmium peut diffuser d’un cbté a Iautre, I,
est I’épaisseur du gel(cm) dC/dr est le changement de concentration en fonction du temps
dans un des compartiments de la cellule de diffusion et AC = Cy4-C, est la différence de
concentration(mol cm™) entre les compartiments. Le flux de métal correspond a la pente

de la droite C=f(¥) duquel on dérive ensuite le coefficient de diffusion, D.

Dans les premiéres expériences, les coefficients de diffusion obtenus étaient beaucoup
trop élevés (Figure 10a) que ce qu'on aurait pu prédire théoriquement, ce qui laissait
supposer qu’il y avait une fuite dans le montage ou une fissure dans le gel d’agarose.
Pour vérifier I’intégrité du gel, une solution de bleu dextran a donc été ajoutée durant 24
heures dans un compartiment de la cellule de diffusion. Comme le rayon hydraté de cette
macromolécule est supérieur au rayon des pores du gel d’agarose, il traverse donc d’un
compartiment 4 1’autre uniquement s’il y a une fissure dans le gel. Dans le cas échéant, le
compartiment de départ devrait demeurer de couleur bleue ce qui signifie que le gel peut
étre utilisé pour faire I’expérience avec le cadmium. Les expériences, une fois I’intégrité
du gel vérifié, ont été faites en triplicata (Figure 10b) et les résultats des coefficients de

diffusion sont présentés dans le Tableau 6.
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Figure 10 : Détermination du flux de cadmium dans un gel d’agarose a faible point
de gélification d’une épaisseur de 0.94 mm.
a) sans vérification b) avec vérification de 1’intégrité du gel en triplicata.

Tableau 6: Comparaison des coefficients de diffusion pour le cadmium dans un
hydrogel d’agarose a faible point de gélification et dans I’eau obtenus par cellule de
diffusion/SAAFG.

D de Cd** dans le gel d’agarose

. /10 m?s!
1°" essai 2.7
2° essai 3.5
3° essai 3.6
moyenne 33
Ecart-type 0.4

Mesure de D de R6G et RB par cellule de diffusion couplée a I’'UV-visible

Pour cette partie, les cellules de diffusion ont été utilisées, cependant la spectroscopie
UV-visible (ou la fluorescence) est plus appropriée pour mesurer la concentration des
échantillons de fluorophores. La courbe de calibration pour la Rhodamine 6G est
présentée a la Figure 11. Comme pour I’expérience avec le cadmium, il faut vérifier

I’intégrité des gels avec le bleu dextran avant (ou aprés) de les utiliser. Pour les deux
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fluorophores les expériences ont été faites en triplicata (Figure 12) et les résultats sont

présentés dans le Tableau 7.

0.8
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Fizgurell : Courbe de calibration en UV-visible pour la rhodamine 6G.
R” =0.999.

Pour la rhodamine 6G, il n’y a que deux courbes sur la Figure 12 a) car la troisiéme
expérience n’a pas été effectuée avec la méme concentration initiale. Néanmoins, les trois

courbes ont donné des coefficients de diffusion semblables (Tableau 7).
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Figure 12 : Détermination du flux de dans un gel d’agarose a faible point de
gélification d’une épaisseur de 0.94 mm.
a) R6G b) RB

Tableau 7: Comparaison des coefficients de diffusion pour RB et R6G dans un
hydrogel d’agarose a faible point de gélification et obtenus par cellule de
diffusion/UV-visible.

D de R6G dans le gel D de RB dans le gel

d’agarose d’agarose

10" m*s? /10" m?s™
1°" essai 3.2 2.1
2° essai 2.5 2.4
3¢ essai 2.7 2.0
moyenne 2.8 22
Ecart-type 0.4 0.2

Mesure de D de R6G et RB par SCF

Pour cette partie, on utilise une méthode spectroscopique microscopique et on mesure
donc I’autodiffusion. Les résultats pour les deux mémes fluorophores sc;nt présentés dans
le Tableau 8 ainsi que les courbes d’autocorrélation d’ou !’on tire les coefficients de
diffusion (R6G: Figure 13). En SCF, les coefficients de diffusion sont tirés au point

d’inflexion des courbes d’autocorrélation. Sur la Figure 13, on voit que le point
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d’inflexion pour la courbe d’autocorrélation de R6G dans le gel (cercle vide) est décalé
vers des temps plus grands que celle pour R6G dans 1’eau (cercle noir) ce qui indique
que la diffusion de R6G est bel et bien plus lente dans le gel que dans I’eau. Le
déplacement de la courbe vers des temps plus longs indique une diminution du

coefficient de diffusion.

Tableau 8: Comparaison des coefficients de diffusion pour RB et R6G dans un
hydrogel d’agarose a faible point de gélification obtenus par SCF.

D de R6G dans le gel D de RB dans le gel

d’agarose d’agarose

/10 %m?s! /10" m?s™!
1% essai 2.4 2.0
2° essai 2.5 2.1
3° essai 2.5 2.8
moyenne 2.5 23
Ecart-type 0.1 0.4

0.12

G /Tau)

le-5 le-4 le-3
TAU /(s)

Figure 13 : Courbe d’autocorrélation pour R6G.
Dans ’eau (®) et dans le gel (0). Les points sont reliés simplement pour mieux les
distinguer; il ne s’agit pas d’une opération mathématique.
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La mesure de coefficient de diffusion dans un gel d’agarose pour R6G et RB par la
technique RFAP fut impossible. La diffusion dans le gel est environ deux fois moins vite
a I’intérieur du gel que dans ’eau, ce qui est encore trop rapide pour I’analyse par RFAP.
La différence entre I’intensité relative de fluorescence avant la photodécomposition «Pre-
Bleach» et celle aprés la photodécomposition « postbleach» n’est que de 0.04 unité
(Figure 14) ce qui est trop petit pour obtenir des résultats quantitatifs. Normalement cette
différence doit étre d’environ 40 unités pour obtenir des résultats quantitatifs et

reproductibles.
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Figure 14: Courbe de recouvrement de fluorescence pour la Rhodamine 6g dans un
gel d’agarose a faible point de gélification aprés 1a photodécomposition.

3.4 Discussion
Le coefficient de diffusion de Cd* (3.3*10"° m? s') obtenu par cellules de
diffusion/SAAFG dans le gel d’agarose a faible point de gélification est similaire a celui

obtenu dans la littérature’® (3.46*10"° m? s7) pour un gel d’agarose a faible point de
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gélification. Ce résultat a été obtenu par la méthode de cellules de diffusion couplée a la
technique de voltammétrie cathodique & balayage a vague carré. Bien que la
concentration (1.5%) et le type gel utilisé dans cet article soient différents, la technique
de cellule de diffusion semble étre appropriée pour mesurer les coefficients de diffusion
d'analytes dans les gels d’agarose. L autre technique (SCF) a été utilisée en paralléle pour
confirmer le choix de la méthode des cellules de diffusion. Les métaux ne sont pas
généralement fluorescents, alors il est donc difficile d’utiliser la spectroscopie par
corrélation de fluorescence pour évaluer son coefficient de diffusion. Par contre, le
rapport Deay/Dgel de fluorophores (R6G et RB) devrait nous renseigner sur les propriétés
de diffusion dans le gel et permettre une estimation du ralentissement attendu pour des
analytes tels le Cd**. De cette fagon on est en mesure de comparer les deux techniques.
Les coefficients de diffusion de (R6G et RB) ont été évalués par cellules de
diffusion/UV-visible afin d’avoir une 2° série de données pour comparer les deux

méthodes. Les résultats pour chaque technique et analyte sont résumés dans le Tableau 9.

Tableau 9: Comparaison de la technique des cellules de diffusion et SCF pour la
détermination des coefficients de diffusion a lintérieur du gel d’agarose a faible
point de gélification.

Cd* (cellule R6G (SCF)  RB (SCF) R6G RB (cellule
de diffusion) (cellule de de
diffusion) diffusion)
Dee/10m’s™  3.320.4 2.5£0.1 2.3£0.4 2.8+0.4 2.2£0.2
Dea/10m? s 6.9 4.0 4.2 -

Dget/Deau 0.48+0.06 0.63%0.03 0.55+0.09 0.7+0.1 0.52+0.05

Dans ce tableau, on observe que les coefficients de diffusion pour chaque analyte a
I’intérieur de I’hydrogel sont réduits environ d’un facteur 2 par rapport a celui dans I’eau,
ce qui est normal car le réseau polymérique ralentit les analytes lors de sa migration.

Dans ce cas, on suppose que la diffusion est due uniquement au gradient de concentration
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et qu’il n’y a pas de complexation/décomplexation de [’analyte avec les charges négatives
présentes sur le gel, car on suppose que celles-ci sont complétement écrantées par la
force ionique de 100 mmol. Pour la rhodamine B, le rapport Dge/Deqy déterminé par la
cellule de diffusion et SCF se situe dans la fourchette d’incertitude de ce méme rapport
pour le cadmium. Par contre, pour la rhodamine 6G, le rapport Dgei/Deay 0btenu par SCF
est un peu plus élevé que la celui pour le cadmium mais il est du méme ordre de
grandeur. Par contre, pour la valeur obtenue par cellule de diffusion, la valeur du rapport
Dgei/Deau € se situe pas dans la fourchette d’incertitude de la valeur du rapport Dgei/Deau
pour le cadmium. Une fuite dans le systéme est peut-étre la cause de cet écart car la
valeur du 1% essai (Tableau 7) semble trop élevée. Si on ne tient pas compte de cette

valeur on obtient un rapport Dge1/Deay qui se rapproche de celui du cadmium.

Méme s’il existe un écart considérable entre les valeurs obtenues R6G et Cd ** on peut
affirmer que la méthode des cellules de diffusion est appropriée pour évaluer les
coefficients de diffusion dans un gel d’agarose avec suffisamment de précision pour
déterminer si I’utilisation du gel d’agarose a faible point de gélification comme matrice
d’immobilisation n’ajoute pas un processus limitant a la bioaccumulation du cadmium
par Chlamydomonas reinhardtii, ce qui est 1’étape clé de ce projet. Cette information est
primordiale car si on utilise ce gel dans un biocapteur, on doit s’assurer que la
concentration et la spéciation du cadmium a I’intérieur de celui-ci est toujours la méme
que celle a ’extérieure. Donc, en tout temps la réponse du biocapteur devrait étre

représentative de la concentration du milieu avoisinant dans lequel il est exposé.
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En utilisant 1'équation (1.3) on peut transformer le coefficient de diffusion pour le Cd**
dans le gel en flux de diffusion. Les résultats sont présentés pour différentes épaisseurs
dans la Figure 15. On suppose que le coefficient de diffusion ne devrait pas changer avec
la concentration du Cd**, ni avec I’épaisseur du gel. A ce moment, on peut comparer le
flux de cadmium a I’intérieur du gel a celui du flux d’internalisation a I’intérieur de

I’algue (tiré de '").
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Figure 15: Détermination du flux limitant pour un  biocapteur utilisant
Chlamydamonas immobilisé dans un gel d’agarose a faible point de gélification,
Cd** dans: veau, o un gel de 0.95mm, @ un gel de 0.25mm, A pour Chlamydamonas

reinhardtii avec un rayon de 5 um.

On voit que si on fixe la concentration de Cd**, le flux d’internalisation pour I’algue est
toujours plus petit que celui du flux de diffusion maximum dans le gel et ce, peu importe
I’épaisseur du celui-ci. Donc, pour une concentration donnée, il y aura toujours plus de
capacité pour le cadmium a pénétrer rapidement a I’intérieur du gel qu’a I’'intérieur de
I’algue, ce qui démontre que 1’étape limitante est bel et bien I’internalisation. De plus, ce
graphique suppose que le cadmium doit traverser toute I’épaisseur du gel avant

d’atteindre I’algue alors qu’en réalité les algues ne sont pas toutes immobilisées a une

-
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extrémité du gel mais & différentes épaisseurs. Donc, ce graphique sous-estime les flux de
cadmium pour les différentes épaisseurs, ce qui nous assure d’une autre fagon que ce flux

n’est pas limitant.
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4. Conclusion

Daﬂs cette étude, une revue de littérature a été entreprise pour choisir une matrice
d’immobilisation pour Chlamydamonas reinhardtii. Le choix de cette matrice est le gel
d’agarose a faible point de gélification. Plusieurs techniques ont été utilisées pour
caractériser la diffusion d’analyte dans cette matrice et de les comparer entre elles. La
méthode par cellule de diffusion couplée a la SAAFG a été utilisée pour déterminer le
coefficient de diffusion du cadmium a V’intérieur du gel. Les cellules de diffusion ont
aussi €té utilisées pour déterminer les coefficients de diffusion de fluorophores (R6G et
RB) a l’intérieur du gel et finalement, la SCF a ét¢ utilisée pour déterminer les
coefficients de diffusion de ces deux mémes fluorophores dans le gel et dans I’eau et
valider la méthode par cellules de diffusion. Pour les deux méthodes, I’incertitude pour la
mesure des coefficients de diffusion aurait pu étre diminuée en faisant les expériences
cinq fois au lieu de trois. Cependant, il est difficile d’utiliser le méme gel dans les
expériences avec les cellules de diffusions et par SCF car ceux-ci sont trés fragiles. Les
expériences faites en triplicata sont faites avec différentes parties de gel et aménent une
bonne part de variation des résultats. Les valeurs du coefficient de diffusion du cadmium
dans le gel ont permis de vérifier si I’utilisation du gel d’agarose a faible point de
gélification comme matrice d’immobilisation n’ajoutait pas un processus limitant a la
bioaccumulation du cadmium par Chlamydomonas reinhardtii. En effet, le processus
limitant demeure I’internalisation du métal par I’algue. Le développement d’un
biocapteur pour mesurer les risques écotoxicologiques dus a la présence de métaux dans

I’environnement peut étre poursuivi avec I’utilisation d’un gel d’agarose a faible point de
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gélification comme matrice d’immobilisation pour Chlamydomonas reinhardtii. De plus,
d’autres expériences seront a réaliser pour la continuité du projet. Il faudrait refaire les
mémes expériences de diffusion du cadmium, mais en immobilisant 1’algue a I’intérieur
du gel d’agarose a faible point de gélification. Le coefficient de diffusion du cadmium
ainsi trouvé devrait étre le méme que celui du cadmium dans le méme gel mais sans les
algues immobilisées. Ceci permettrait de valider le coefficient de diffusion de cadmium a
I’intérieur du gel obtenu dans ce mémoire. Sinon, il faudrait évaluer ce qui provoque cette
différence. Il faudrait aussi faire des expériences de viabilité des algues a I’intérieur du
gel. Par ailleurs, I’algue Chlamydomonas reinhardtii devra étre génétiquement modifiée
pour produire un signal lumineux proportionnel a la concentration de cadmium
biodisponible au quelle elle est exposée. Plusieurs membres du groupe de recherche sont
présentement en train de développer cette algue. Lorsque cette étape sera terminée il
faudra donc couplé le gel d’agarose contenant Chlamydomonas reinhardlii avec une de la
fibre optique & fin de récolter notre signal analytique. A ce moment, la fabrication du
biocapteur sera compléte et celui-ci pourra étre testé sur le terrain afin d’évaluer sa

fonctionnalité et son efficacité.

Durant I’étude de diffusion dans I’hydrogel, la méthode de spectroscopie par fluorescence
(SCF) a été optimisée et validée par la technique (RMN-CGP). Pour les expériences de
RMN, la variation des résultats avec le temps n’a pas été évalué, i.e. les expériences ont
été fait plus d’une fois mais dans la méme journée et avec la méme calibration. Il aurait
été intéressant de refaire ces expériences a différentes journées afin d’évaluer cette

variation. Des nouveaux coefficients de diffusion pour quatre fluorophores couramment
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utilisés (R6G, RB, R123 et R110) ont été proposés pour une plage de pH et de force
ionique. On suggére donc au futur utilisateur de SCF d’utiliser ces nouvelles valeurs de
coefficient de diffusion pour la calibration du volume confocal. Finalement, la technique
RFAP n’a pu étre utilisée pour la mesure du coefficient de diffusion dans le gel d’agarose
pour R6G et RB a cause d’une diffusion trop rapide de ceux-ci dans le gel. Cette méthode
n’est donc pas recommandée pour la caractérisation d’analytes qui ont des coefficients de

diffusion plus grands que 1x10"% m? s
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