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Depuis plusieurs années, la présence d'ulcérations tégumentaires 

sur les poissons péchés sur le littoral français suscite l'inquiétude 

des pêcheurs.Nous avons étudié la répartition des poissons "nécrosés" 

sur le littoral de Calais à Dunkerque en répertoriant les différents 

types de maladies,Nous avons également effectué à cet effetyune campagne 

océanographique à bord du navire océanographique Cryos. 

tes zones de ~ ê c h e  de poissons malades sont des zoces de rejets 

industriels : nous avons donc effectué un bilan de la pollution par 

les métaux lourds sur le littoral de Calais à Dunkerque en considérant 

les industries responsables de ces rejets. 

Parmi les substances polluantes,certains métaux traces,quTils soient 

biologiquement essentiels (Ci1,Zn,.. .) ou con (Cd ,Hg,Pb, . , .) sont à des 

concentrations relativement proches de leurs teneurs normales,mais 

peuvent être toxiques pour certains compartiments du milieu marin. 

Trois analyses ont été réalisées :la mesure directe de la concentra- 

-tion en métaux lourds dans l'eau de mer,celle du contenu en métal des 

sédiments,et enfin la concentration dans les organismes vivants en nous 

intéressant plus particulièrement au flet (PZatichtys flesxs) ,poisson 

plat abondant sur le 1ittoral.Les mesures de la teneur en polluants 

des organismes marins sont essentiellement effectuées sur des Lameili- 

brsnches.11 nous a paru intéressant de préciser la concentration des 

métaux lourds dans les différents organes du flet,espèce qui présente 

de nombreuses ulcératio~s tégumentaires.Plusieurs études ont démsntré 

que la teneur en métaux lourds des organismes vivants variait en 

fonction de nonbreux paramêtres. 

Nous avons donc recherché les variations induites par la taille, 

le sexe,la saison et le lieu de peche sur le flet. 

Comme certains métaux sont responsables de phénomènes de toxicité 

importants en raison de leur accumulation dans la matière vivante, 

noüs avons rsalisé des intoxications exp.Srimentales chez le flet, 

par le zinc,?e cadmium et le plomb,qui sont des métaux présents en 

grande quantité sur le littoral de Calais à Dunkerque. 

Nous avons précisé ia cinétique d'accumulation de ces polluants 

dans les différents organes du flet ainsi que les interférences 



pouvant exister entre le métabolisme des différents métaux. 

Les organismes vivants possèdent des systèmes de détoxification 

variés,qulils utilisent face à des contaminations neturelles ou 

expérimentales.Les métallothionéines constituent un de ces mécanismes. 

Nous avons donc recherché la présence de ces protéines lors 

d'intoxications expérimentales par le plomb,le crdmium et le zinc dans 

le foie des flets,en comparant les résultats avec des poissons chalutés 

dans différentes zones:la zone dlHardelot considérée conne zone témoin 

"saine" et la zone de Calais à Dunkerque ,polluée. 



C H A P I T R E  1 

B I L A N  D E S  RECHERCHES C O N C E R N A N T  
L ' E T U D E  D E S  U L C E R A T I O N S  D E S  P O I S S O N S  

D U  L I T T O R A L  NORD - P A S - D E - C A L A I S  
(1978 A 1982) 



CHAPITRE 1 

BILAN DES RECHERCHES CONCERNANT L'ETUDE DES ULCERATIONS DES POISSONS 

DU LITTORAL NORD - PAS-DE-CALAIS (1978/1982) 

1 - INTRODUCTION 
Depuis plusieurs années la présence d'ulcérations affectant 

les poissons pêchés dans les eaux côtières de différents pays, suscite 

l'inquiétude et fait l'objet de programmes d'études internationaux (C.I.E.M., 

Conseil International pour l'exploration des Mers). Groupe dfEtudes sur la 

pathologie des organismes marins ; Campagnes internationales de Pêches. 

En France, la situation est préoccupante en de nombreux points 

du littoral. Dans la région Nord - Pas-de-Calais, un premier rapport de 
1'ADELFA (Association de Défense de l'Environnement du Littoral Flandres 

Artois) fut remis au tribunal de Boulogne-sur-mer, suite à une plainte 

déposée par les pêcheurs de Grand Fort Philippe (RICHARD, DURCHON, 

VANDORPE, 1975). 

La même année, le syndicat des pêchecrs du Havre et les pêcheurs 

de Corse entamaient les mêmes démarches suite aux pollutions par les boues 

rouges et les phosphogypses en Baie de Seine et en Méditerranée (Voix du 

Nord, 31 janvier 1979 ; Le Fionde, 31 janvier 1979 ; VIALE, 1974). Ces 

observations ont conduit le C.N.E.X.O. en 1977, à entreprendre une étude' 

pluridisciplinaire des lésions des poissons et marmifères marins. 

(Fig. 1 : répartition des zones à "nécroses" sur le littoral français). 

Vingt laboratoires français ont participé à cette étude. Le 

travail dévolu à la Station Marine de Wimereux s'est déroulé en deux 

étapes. La première phase, rSallsée par deux équipes successives (RICHARD 

et al., 1977 et 1979), comportait une enquête rétrospective auprès des 

pêcheurs, sur une zone ailant du Tréport à Dunkerque, une étude des 

chalutages avec détermination du pourcentage de poissons atteints d'ul- 

cérations et une description anatomique de ces lésions. Des prélèvements 
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Fig. 1 : Réseau de collecte du matériel biologique sur le littoral francais 

( NOUNOU et al, 1980 ) 



étaient également effectués à des fins d'analyses anatomo-pathologiques 

et confiés au laboratoire dlAnatomo- pathologie de 1'Hopital St Antoine 

(Professeur ORCEL), ou cytologiques, transmises au laboratoire d'histo- 

physiologie Fondamentale et appliquée (Professeur MARTOJA). 

La deuxième phase avait pour but de confirmer la proportion 

de poissons lésés sur le littoral français. Des essais de toxicité de 

produits chimiques ou autres polluants, en laboratoire, devaient per- 

mettre d'infirmer ou de confirmer les hypothèses avancées, quant à leur 

rôle pathogène. Le travail de la Station Marine fut alors de poursuivre 

les recensements de poissons nécrosés ainsi que les prélèvements d'échan- 

tillons, afin de com~léter les maladies des poissons sur le littoral 

(DELVAL, 1982). 

II - ENQUETE AUPRES DES PECHEURS 
Le phénomène des "Nécroses" est essentiellement côtier, et 

atteint particulièrement des poissons sédentaires et adultes. La limande 

est fréquemment endommagée, alors que la limande-sole, qui vit plus au 

large est indemne. 

Des pêcheurs ont également signalé l'apparitim de morues malades en 

hiver, lorsqu'elles arrivent à la côte pour se nourrir. D'autres, ont 

observé une périodicité du phénomène ; les limandes seraient plus touchées 

en Mai (jusqu'au quart des prises) que pendant le reste de l'année, et 

les solesnécroséessont capturées près de la côte (RICHARD st 2 L . ,  1977). 

Quant aux causes de ces lésions, les pêcheurs sont unanimes, 

ils évoquent les rejets urbains et industriels ainsi que les pollutions 

diverses. 

En fait, il semble que le Sud de la Mer du Nord et les zones situées à 

proximité des centres urbains côtiers telles que : 

- l'Est de la ville de Calais 
- Gravelines (jusqu'à 6 miles au large) 
- L'estuaire de la Tamise 
- La Baie de Somme 

soient les plus touchées. 



D'autres sites occasionnels de nécroses ont également été mis 

en évidence (Sandettie, Bassurelle, Vergoyer), c'est un fait que les 

zones incriminées sont celles où se dispersent les polluants. 

D'après cette enquête, il apparaît que le nombre de poissoris 

nécrosés est plus important dans la région du littoral compris entre 

Calais et Dunkerque. Cette zone a donc fait l'objet d'une pros?ection 

plus intense. Toutefois à titre de comparaison, quelques chalutages 

ont été effectués plus au sud vers Hardelot. 

III - PRESENTATION DE LA ZONE ETUDIEE 
Elle est située entre 51' et 51' 05 de latitude Nord et entre 

1'55 et 2'15 de longitude Est, et a une superficie d'une cinquantaine 

de kilomètres carrés.Le courant de flot porte à 1'E.N.E. et le jusant 

à 1'W.S.W. Le flot est plus court que le jusant mais a üne intensité 

supérieure. Les fonds sont au maximum de 40 mètres (SHOM no 550). Les 

chalutages ont été effectués à la côte sur des fonds de 10 à 15 mètres, 

et au large sur des fonds de 25 à 30 mètres. 

Les faciès granulométriques constituant cette zone, ont été 

divisés en 4 groupes (SMIGIELSKI, 1976) : 

- 1 Sables purs légèrement envasés. 

- 2 Sables coquilliers qui forment une série de ridens alternés 
avec des souilles (faciès 3). 

- 3 "Souilles" de sédiments hétérogènes envasés. 
- 4 Zones de vase pure à Abrc alba, aux abords de Calais et 

au large du Feu de Walde. 

La zone de chalutage correspond essentiellement au type 4. Cette zone 

est caractérisée-par la présence d'un peuplement à Abrc* alba (DEWARLWZ 

et al., 1976), qui constitue l'essentiel du régime alinentaire du fiet 

(Platichtys flesus) avec le polychète Lanice conchilega (DELVAL, 1982). 

On sait également que la nature et la granulométrie des sédiments sont 

importantes puisqu'elles conditionnent la rétention des métaux. Dans 

cette zone les couches superficielles riches en fractions fines, sont 

très chargées en métaux (SMIGIELSKI, 1978). 



IV - ETUDE DES CHALUTAGZS 
4.1. Prélèvements ------------ 

Depuis 1978, 62 chalutages ont été effectués entre Calais 

et Dunkerque. L'embarquement à bord des chalutiers professionnels 

nous a permis de participer à la totalité du tri du poisson, chaque 

animal lésé (lésion visible à l'oeil nu) était alors répertorié (fiche 

de renseignements, Annexe 1). Chaque poisson nécrosé est autopsié, 

et des fragments de lésion sont fixés et envoyés pour des études 

cytologiques et anatomo pathologiques aux laboratoires associés . 
(NOUNOU et al., 1980). 

Analyse des chalutages ---- ----------------- 
4.2.1. - Variation du tonnage entre 1978 et 1982 ....................................... 

En 5 ans les trois équipes travaillant dans le cadre des 

contrats n'ont pas nécessairement récolté les mêmes espèces de poissons. 

En effet le nombre et le mode de chalutage varient d'une année à l'autre. 

La saison de pêche des morues esc hivernale. Deux échantillonages ont 

été réalisés au cours des hivers 76 et 80 lors de la première phase, 

contre un seul en 1981. La quantité de morues pêchées lors de la 2ème 

phase est donc moindre. Il en est de même pour les limandes et les 

carrelets. Le tonnage des tacauds de 1981/1982 n'a pas été évalué, les 

pêcheurs les rejetant systématiquement. (tableau 1). 

L'attention particulière que nous avons porté au flet 

( P l a t i c h t y s  f lesus)  et le tonnage important pêché en 1981182, s'expliquent 

par le pourcentage élevé de "nécrosés" dans cette espèce. Ce poisson 

n'est pas commercialisé sur le littoral français, nais sur celui de 

la Mer du Nord, les individus de taille inférieure à 35 crn sont rejetés, 

les autres étant conservés puis vendus à quai. 

4.2.2.- Répartition des traits de chalut ................................ 
En 1978/80, on distingue 3 zones de pêche de poissons nécrosés 

au large de Calais Dunkerque : 

1 - Le haut fond de Gravelines 
2 - En bordure du chenal d'entrée de Dunkerque Est 

3 - A la côte entre le Fou de Walde et l'avant port Ouest de 
Dunkerque. 
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La zone no 2 n'a pas été prospectée en 81/82, les pêcheurs ne la 

fréquentant plus. Il ne semble pas y avoir de différences quant au 

taux de poissons nécrosés entre les deux autres zones. (Fig. 2). 

Quelques traits représentés pour le flet sont 

exempts de poissons nécrosés. Il a paru intéressant d'effectuer des 

chalutages plus au large afin de confirmer ou, infirmer, la thèse 

des pêcheurs concernant la dispersion des poissons nécrosés en mer. 

Cet objectif a été réalisé lors des campagnes océanographiques en- 

treprises par le C.N.E.X.O. (cf. paragraphe 3). 

4.2.3, Pourcentage et répartition des poissons nécrosés par espèce ........................................................... 
(tableau no 2) 

En 1978/1980, 70 poissons malades ont été recensés, dont 

57,l % de flets, et 17,l % de morues. L'espèce qui représente le 

pourcentage intrinsèquede nécroses le plus élevé est le flet (2,7 %), 

ce qui représente 0,10 % du poids total de la pêche, les morues nécro- 

sées représentant 0,46 % de ce même poids. Aucune alose ou chinchard, 

n'ont été recensés lors de ces chalutages. Le poids brut de l'ensemble 

des poissons nécrosés représente 0,62 % du poids total de pêche toutes 

espèces confondues. 

En 1981/1982, 221 poissons nalades ont été répertoriés dont 

86,4 % de flets. Ce pourcentage assez Glevé, peut ê:re lié à l'attention 

particulière que nous avons porté à cette espèce, toutefois il faut 

noter que 3,7 % des flets sont atteints de nécroses et qu'ils représentent 

0,62 % du poids total de pêche ; ia morue, quant à elle représente 0,34 % 

de ce même poids. L'alose qui n'avait pas été pêché en 1979, senble très 

touchée en 1981 (4,2 % pondéral de poissons affectés). Aucune conclusion 

ne peut cependant être envisagée, le nombre pêché étant très faible. 

Auciln ïnerlan et aucune sole nécrosés n'ont été péchés en 1981/1982. 

Le petit nombre de chalutages effectués sur le littoral G'Hardelot n'a 

pas apporté de données supplémentaires, mais cette zone ne semble pas 

exempte de poissons nécrosés (5 flets, i morue, 2 tacauds). 

Après avoir comparé les pourcentages pondéraux des poissons nécrosés par 

espèce? nous pouvons constater que seuls le flet et la limande semblent 

les plus touchés en 1981, respectivement de 2,7 % à 3,7 % et de 0,21 % 

à 0,31 %). Le pourcentage total de poissons nécrosés, dans l'ensemble 

des pêches, a évolué de 0,6? % en 1978 à 1 % en 1982. 



(*)Le pourcen tage  pondéra l  d e s  t a c a u d s  pêchés  ne p e u t  ê ~ r e  p r i s  e n  compte, l e s  pêcheurs  
l e s  r e j e t t a n t  à l a  mer sys témat iquement .  

( )Pourcen tage  non i n t e r p r é t a b l e ,  l e  nombre d ' i n d i v i d u s  é t a n t  t r o p  r é d u i t .  



Au début pour ne pas perdre leur clientèle, les pêcheurs de Grand-Fort- 

Philippe rejetaient systématiquement les poissons lésés. Mais l'étonne- 

ment fit place à l'inquiétude quand les espèces d'importance Économique 

telles que la morue ou la limande, apparurent endommagées ; la situation 

étant moins catastrophique lorsque les espèces atteintes ont peu de 

valeur commerciale (flet, tacaud). L'augmentation de la quantité de 

poissons nécrosés à Grand Fort, se traduisit par une mévente à quai, 

la clientèle ne voulant plus acheter des poissons provenanc ds cette 

zone (FOURNIER, marin-pêcheur - communication personnelle). 

4 . 2 . 4 .  Répartition des nécroses en fonction de la taille des flets ........................................................... 
Le flet est le plus atteint par les ulcérations sur le littoral 

de Calais à Dunkerque. 

Il se reproduit dans les eaux côtières vers le mois de janvier (DESMARCHELIE 

1982). Les jeunes remontent ensuite dans les estuaires où ils passent 

leur première année (Mc CURDY, en 1977, a noté la présence d'un flet 

à plus de 70 km de l'embouchure d'une rivière irlandaise) (in SMIGIELSKI, 

1976). Passé l'âge de un an, ils redescendent alors en mer pour vivre 

sur des fonds vaseux ; les poissons chalutés ont donc an moins un an. 

L'ét'lde biométrique de la répartition des nécroses en fonction de la 

taille des flets (DESMARCHELIER, 1 9 8 4 ) ,  a montré qu'aucune lésion 

n'zxistait chez des ?oissons de mcins de 18 cm. Les flets de 25 à 30 cm 

sont atteints dans une proportion de plus de 10 % ,  et jusqu'à 35 % 

pour les individus de 35 à 40 cm, ce qui correspond à des poissons âgés 

de 4 à 5 ans. Le naximum de flets nécrosés se situe dans cette dernière 

class~, et il semblerait que passé ce stade, les poissons naledes dis- 

paraissent des récoltes. Cette disparition pourraît être attribuée à 

l'évolution de la nécrose, qui atteindrait alors un seuil létal (affai- 

blissement du poisson). 

V - DESCRIPTION DES LESIONS 
5.1. Anomalies ~i.rnencaires ---------- --------- 

Trois groupes d'anomalies pigmentaires peuvent exister : 

l'albinisme, total ou partiel ; et le nélanisrne. 

Lors de notre échantillonnage nous avons pu observer sur de nombreux 

poissons plats des taches pigmentaires plus visibles sur la face aveugle. 



BRIGGS en 1977, a observé un flet pigmenté de manière uniforme sur les 

deux faces. Il s'agit d'un trouble du métabolisme des cellules qui 

élaborent les pigments, et plusieurs hypothèses sont émises pour l'inter- 

prétation de ce type de lésions ; soit la perte de la vision ; soit 

les pesticides tels que l'atrazine (WALSH, 1975). Ce'tte anomalie n'est 

toutefois pas létale pour le poisson. 

5.2, Lym~hocystis - - --- ---- 
Cette maladie est une affection d'origine virale touchant 

particulièrement les poissons plats. On l'a observé pour la première 

fois en 1874 (LOhT,in SINDEWNN, 1970) sur un flet. Elle se présente 

sous forme de kystes de 1 à 2 mm de diamètre, leur concentration peut 
L atteindre une surface de plusieurs cm , ou former une tumeur pédonculée.(Ph~to 1 ) .  

Les granules sont présents indépendamment sur les deux faces du poisson, 

avec une dominance au niveau des nageoires caudales et anales et de l'anus. 

La transmission de la maladie paraît être de nature vénérienne (ROBERTS 

et BULLOCK, 1976). Les plies (Pleuronectes platessa) et les soles (SoZea 

solea) sont rarement atteintes. En Ner du Nord, le long du littoral 

allemand, la limande (Limanda Limanda) est très affectée. (Campagne de 
* 

1'Antorr Dohrn (C. 1 .E .M. Pêche) 1984). Cette maladie a été &galenient 

signalée en d'autres lieux et toujours sur des poissons plats, en mer 

de Béring (ALPERS, 1977) ; dans le golfe de Californie et le golfe de 

Panama (Mc COSKER et NIGRELLI, 1977). 

Sur le littoral de Calais à Dunkerque, seul le flet est atteint par ces 

lésions. L'infection n'est pas létale, mais elle peut altérer La nage 

du poisson et ainsi le rendre plus vulnérable aux prédateurs. 

5.3. Les pertes de substances ---- ------------------- 
Les pertes de substances concernent les érosions tégument air?^ 

ou "Nécroses!', et la maladie des nâgeoires ou "Fin Rot Disease". 

5.3.1."Nécroses" cutanées ................... 
La nécrose est une atteinte externe de l'épiderme, du dsrne 

et des tissus sous jacents (muscles, squelette). Il est parfois difficile 

- * 
Compte-tenu de la vaste répartition géographique de la limande, il: est 
préconisé de la considérer cor-me un indicateur biologique de qualite. 
(CIEM, 1984) . 



de distinguer les atteintes typiques des ulcérations, des altérations 

dues aux chalutages. (Communication personnelle de Stig MELLEGUD, 

campagne de 1'Anton Dohrn, 1984). 

L'épiderme des poissons est peu kératinisé, il est dcnc très délicat 

et sensible aux atteintes du milieu extérieur. L'étude histologique 

entreprise par le Professeur ORCEL (1980) nous a permis de distinguer 

quatre stades principaux dans ces lésions. Cette classification est 

basée sur l'aspect lésionnel prédominant, car il existe de nombreux 

cas intermédiaires : 

- Stade pré-ulcéreux : il y a congestion et fragilisation de l'épiderme, 
avec présence de micro hémorragies et de pétéchies, indépendantes 

de la présence de parzsites et d'ulcérations. 

- Ulcérations à prédominance congestive et hémcrragique. 

La première phase est une phase de prolifération. L'épiderme 

est atteint, il ne subsiste qu'a bord de la lésion. Les contours de 

celle-ci sont peu nets et l'interprétation est difficile : s'agit-ii 

d'un début de lésion ou d'une cicatrisation ? 

La lésion devient ensuite très hémorragique, de couleur rouge-brun, 

er: de limite très nette. (photo 1'). L'atteinte due à des copépodes tels 

que L e p e o p h t ~ k ~ a  pocto~a%?ls peut présenter un tel aspect. 

- Ulcérations avec granulome 
Le granulome est un tissu pathologique constitué de cellules sanguines 

et de tissu conjonctif, douées de propriétés phagocytaires (NOUEOU er: al., 

1980). Les pertes de substances et les ulcérations sont importantes et 

profondes. Le derme compact est atteint et les écailles périphériques 

ont disparu. Les myotomes peuvent être atteints jusqu'à 5 ou 6 mm de 

profondeur. Il y a ensuite une réaction inflammatoire et une atrophie - 

progressive des muscles. Les poissons ronds apparaissent plus touchés 

par ce type de lésions que les poissons plats. Les nécroses peuvenc 

devenir purulentes. La nature du tissu épidernique est peut-êzre respon- 

sable de cette évolution. (Photo 3 ) .  

- Phase fibreuse 
La lésion de type granulcmateuse, évolue en un tissu fibreux qui se 

densifie. Il y a rétraction des téguments et réépidermisation. L'hémorragie 

est en nette rsgression, mais l'ulcère persiste, la zone périphérique 



PHOTO 1 : Ulcération à prédoninance congestive et 
hémorragique- et kystes de ly~phocystis 
chez le flet. 

PEOTO 2 : Ulcérations ~ V E C  granulo~:es 
chez la morue, 



prenant une teinte blanchâtre. Cet aspect n'a été observé que sur des 

poissons plats (carrelets, limandes) sur le littoral Nord - Pas-de-Calais. 
- Ulcérations cicatrisées 

Ce type de lésion n'a pas été observé lors de notre échantillonnage. 

Elles échappent à notre détermination par leur rétraction. 

Dans l'état actuel de nos connaissances, il n'est pas possible de discerner 

l'aspect initial de la lésion, granulome ou nécrose. Deux possibilités 

semblent exister : 

. Il existe une réaction inflammatoire interne, qui prive l'épiderme. I 

de son support. 

. Une attaque exogène (blessure, parasite, allergie . . .) qui fragilise 

le tégument qui se trouve ensuite endommagé. (SMIGIELSKI, 1978). 

Ces lésions deviennent, par la suite, le terrain de développement 

d'agentsbactériens pathogènes, elles sont souvent associées à des 

Xyxobactéries et des saprolégnacées chez Sa7,mo sp. (ROBERTS et al., 

1970) . 

Quand ces ulcérations sont profondes et étendues, elles peuvent 

empêcher le fonctionriement de muscles vitaux chez le poisson déjà affaibli 

par une perte constante de liquide. Elles peuvent égalzmert permettre 

l'entrée de substances exogènes nocives. 

La concordance existart entre les zones de rejets de poiluants et los 

zones de pêche de poissons nécrosés, a conduit SMIGIELSKI et LE M-GUER, 

en 1978, à entreprer'dre l'analyse de la teneur en métaux des nécroses. 

Les concentrations globales, en éléments métalliques, sont peu différentes 
* 

entre les poissons sains et les poissons nécrosés, (VANDORPE, 1976). 

Il existe néanmoins des zones d'accumulation au sein des lésions. Un 

examen plus complet à la microsonde, a permis d'observer une disposition 

assez rGgulière des néteux (Cd, Pb, Cr, Ni, Nn) dans les nScroses, sous 

forme d'amas de 6 g, les concentrations les plüs fortes ont été décelées 

lors de la phase granulomateuse. 

L'origine des métaux dans ces lésions est difficile à préciser. Ils 

peuvent provenir de macrophages, qui sont responsables de l'élimiriation 

et de la rétentLon des déchets métaboliques, la concentration en métaux 

y étant très importante, ou d'inclusions anhistes localisées dans le 

* 
Un poisson sain est un animal ne montrant pas de lésions lors de 
l'examen macroscûpic~iie effect~é au cours  de ia collecre. 



tissu granulomateux (apport de subs,tances exogènes). 

5 .3 .2 .  "Fin Rot Disease" ou maladie érosive des nageoires ................. 
On distingue deux stades : 

- érosion et atrophie des éléments tégumentaires qui, en disparaissant, 
laissent les rayons osseux libres. Ceux ci présentent alors des 

distorsions ec des fusions partielles accompagnées d'hémorragies. 

- les éléments du squelette disparaissent, et les myotomes sont 

endommagés. 

Cette maladie atteint souvent des poissons affaiblis, oü porteurs d'autres 

lésions telles que nécroses ou lymphocystis. En Mer du Nord, seuls les 

poissons plats sont atteints par cette maladie, alors qu'en Méditerranée, 

elle détériore dei poissons ronds tels que le Mulet ou la Dorade (AUBERT, 

1979). La recrudescence de la "Fin Rot Disease" lors du naufrage de 

1'Arnoco Cadiz, laisse supposer une action nocive des hydrocarbures. 

(MARCHAND, 1 98 1 ) . 

5.4. Les Nodules ----------- 
Des morues ec des flets, péchés entre Calais et Dunkerque, 

présentent des affections internes sur le foie et ia rate qui ont un 

aspect granuleux. Ces nodules peuvent former des excroissances sphériques 

à la surface des organes. Leur taille varie de 1 à quelques millimètres 

et ils sont de couleur blanchâtre. Les tissus périphériques apparaissent 

comme sains. (Photo 3 )  . 
L'étude de la teneur en éléments métalliques des nodules hépatiques de 

morue a été entreprise par SMIGIELSKI en 1978. La nature des métaux 

pcraît être d'origine endogène (macrophages). 11 est possible de détec- 

ter dans les nodules, une grande quantité d'éléments divers tels que : 

Ti, Fe, Zn, Cu, Cr, Ca, K, S, P, Si, N. Les métaux sont répartis de façon ir- 

régulière, mais il existe des plages riches en éléments métalliques dans 

les plus gros nodules. On note surtout la présence de Ti, Cr, Zn, Ni, 

Cu,-et une très forte calcification. 



5.5. Autres affections ----------------- 
Elles sont nombreuses et ont été étudiées lors des campagnes 

océanographiques (Thalassa, Cryos, Anton Dohrn). 

5.5.1. Hyperplasies et papillomes .......................... 
Leshyperplasies sont constituées par des tâches blanchâtres, 

arrondies d'un diamètre inférieur à 4 mm. L'épiderme est épaissi et 

les cellules muqueuses disparaissent. 

Les papillomes ont l'aspect de saillies infiltrées par des micro-hémorragies 

(observations personnelles, Campagne Anton Dohrn, 1984). 

Les limandes dans le golfe allemand de la mer du Nord sont très atteintes 

par cette lésion. WELLINGS, en 1976, signale cette maladie sur de 

nombreux poissons plats dans les zones polluées ou non du Puget Sound. 

Toutefois il n'existerait pas ds relation directe entre la pollution 

et la présence de poissons lésés. 

5.5.2. Les déformations du squelette ............................. 
Ces atteintes sont de deux types : 

. atteinte de la. tête du poisson,pénéralement des poissons ronds, 
atteinte de la machoire et des opercules. 

. atteinte Ce la colonne vertébrale par lordose ou scoliose, ou 
compression de la colonne. 

Deux spécimens, une morue et un hareng ont été récoltés au Nord de la 

Baie de Seine à bord du CRYOS (RICHARD, 1983). (Photo 4). 

5.5.3. Affections internes ................... 
. affection des branchies : elles ont une consistance flasque, et 
sont recouvertes d'un enduit muqueux abondant qui inhibe les 

échanges gazeux (Anton Dohrn, 1984). 

. Tumeurs sur les pseudobranchies (Antan Dohrn, 1984) 

. Affections dues à des micro organismes : CHRISTENSEW a montré, lors 

de la campagne Thalassa, que la presque totalité des maquereaux 

étaient contaminés par un protozoaire Ichtyophcnus k c f e r i .  Cette 

maladie est responsable de la baisse du stock de hareng en Mer 

du Nord tous les 6 ans (40 %),  et de 55 % pour les flets au Nord 

de lfEcosse. (Campagne %?PIC, MAGGI et al., 1981). 



PFOTO ? : No2ules s u r  l e  f o i e  d ' u r e  uorué.  

n 

PHOTO 4 : D é f o r a a t i o c s  du ç q c e l e t t e  chez l a  r o r u e  
e t  l e  hareng.  



Les flets et les liïiiandes sont également infectés par la 

microsporidie CZugea sp. 

Une autre affection due à un protozoaire inconnu a été 

répertoriée lors de la campagne ELPEMM. Elle touche environ 40 % 

des maquereaux et 9 % des morues (ALDERMAWJ et al. - Campagne PUPPIC, 
1981). 

5.5.4.  Ectoparasites ............. 
Les ectoparasites n'entraînent pas de lésion au poisson. 

Il est intéressant de noter la présence de Lernoecera branchialis sur 

les branchies et les corps de la plupart des tacauds et de Lepeophteirus 

pectoralis sur les poissons plats. Ces plaies que penvent causer les 

parasites prennent parfois l'aspect de nécroses dermiques commençantes 

(NEWELL, 1979). Leur interprétation est ainsi rendue plus difficile. 

5 - 5 . 5 .  Analyse des perturbations internes .................................. 
- Taux de Ca dans le sang 

- Etude des corpuscules de Stannius qui secrètent une hormone 
hypocalcemiante favorisant le flux de sortie branchial du 

calcium. La dégénérescence des corpuscules de Stannius 

coïncide avec des calcifications rénales. LOE'EZ et al., 1984 

ont observé une modification des lithiases calciques dâns le 

cas de poissons atteints de iésions tégumentaires. l98' 

- Etude des différentes bactéries. Les bactéries hétérotropfies 
sernblent concourir activement au développement des nécroses 

chez les poissons marins. Des contaminations expérimentales 

réalisées en 1974 par SNIESKO avec Vibrio anpi~%a&m (in 

AUBERT, 1979) ont entraîné des ulcérations précédées par de 

petites lésions à la base des écailles ainsi que des ecchymoses. 

5 . 6 -  Localisation anatomique des lésions .................... -------------- 

On peut reprendre le bilan établi par DELVAL et al., 1982. 

Il n'existe pas de dispositions préférentielles dans la répartition 

des lésions, mais la face aveugle des poissons plats semble plus touchée 

que la face zénithale. Seuls ces poissons sont atteints par la maladie 

érosive des nageoires en Mer-du-Nord. Le flet présente de nombreux kystes 



de lyrnphocystis avec une prédominance au niveau de l'anus et des 

nageoires caudales et anales. Cette maladie n'est jamais associée aux 

nécroses. 

Les nodules internes sont plus fréquents chez les poissons ronds en 

particulier la morue. Seuls les poissons ronds sont atteints de nécro- 

ses au niveau de la tête. 

VI - CAMPAGNES OCEANOGRAPHIQUES 
Les prélèvements des différentes équipes participant à l'étude 

des ulcérations des poissons et des mammifères marins, ne sont pas 

nécessairement superposés dans le temps et l'espace. Afin de prospecter 

toute l'étendue de la zone et d'homogénéiser les chalutapes, le CNEXO 

a mis en oeuvre deux campagnes océanographiques le long de la façade 

maritime Manche - Mer du Nord. 
- Navire Océanographique "THALASSA" 
La première a été effectuée par la "Thalassa", du 13/10/81 au 2/11/81 

entre Brest et Dunkerque (campagne MAPPIC - MAGGI, 1981) 
- Navire Océanographique "CRYOS" 
La seconde, à bord du N/O I7Cryos", du 11/06/82 au 21/06/82, dans la 

zone littorale de la Manche orientale (Baie de Seine) jusqu'au Sud 

de la Mer du Nord (Calais, Dunkerque, Frontière Belge). 

Deux objectifs conditionnaient cette mission : 

- compléter l'inventaire qualitatif et quantitatif des maladies chez les 
poissons d'intérêt économique, et effectuer une collecte plus sélective 

afin de déterminer les conditions dans lesquelles ces espèces pouvaient 
* 
etre utilisées comme indicateur biologique de la qualité du milieu 

marin. 

- définir l'état du milieu environnant les espèces les plus affectées, 

par des prélèvements d'eau, de sédiments, de substances alimentaires 

dissoutes ou non ; afin de déterminer les polluants organiques ou 

métalliques, les bactéries, virus et champignons. 

Résultats de la campagne "CRYOS" 

Elle s'est déroulée du 11/06 au 22/06/82, et a couvert une 

étendue de côte importante, allant de la Baie de Seine ail Nord d'Ostende. 



Les figures 3 1, II, III et I V ,  représentent l'ensemble de la zone 

prospectée et les traits de chalutages. Seuls ceux effectués près des 

côtes et à proximité des centres urbains et industriels, comportaient 

des poissons nécrosés, exceptée la zone I V  (Baie de Somme - Hardelot). 
Au cours de cette campagne, IOi poissons lésés ont été capturés. Ils 

se répartissent ainsi : 

- 99 poissons plats, Flets, Carrelets, Limandes. 
O 

- 2 poissons ronds, 1 morue et 1 hareng. 

Nous avons regroupé dans le tableau no 3 la répartition par espèce et 

par zone. En ne retenant que les poissons plats, le flet est le poisson 

le plus touché et représente toujours plus de 70 % de l'effectif total 

de poissons lésés. Les différences de prises de poissons malades ne 

varient pas significativement pour chaque espèce entre les trois zones. 

Les comparaisons par espèce et par zone ne sont pas significatives, 

exceptées pour la zone 2 1 ,  où le pourcentage pondéral de flets nécrosés 

diffère significativement de celui des limandes. 

La colonne 6 indique le pourcentage pondéral de poissons nécrosés par 

rapport au total de pêche de la zone. Les zones II et III diffèrent 

significativement de la première, mais non entre elles. Par conséquent, 

ellescomportent plus de poissons malades en cette période de l'année 

qu,>  la zone du Havre. 

CONCLUSION 

La campagne "CRYOS" semble confirmer une partie des hypothèses 

émises quant aux causes des nécroses. 

Les poissons malades ont été péchés uniquement en eaux côtisres, sur 

des fonds de moins de 30 mètres, près de zonesà fortes activités in- 

dustrielles et urbaines. Les poissons plats et plus particulièrement 

le flet, sont les plus touchés sur notre littoral. 

Si les maladies des poissons peuvent être induites par de nombreux 

facteurs, (champignons ,protozoaires, virus, facteurs génétiques.. .) , 
il semble que les polluants tiennent une part non négligeable dans le 

genèse des nlsSrations. 



TABLEAU 3 : KEPARTlTION PAR ESPECE ET PAR ZONE DES POISSONS NECROSES RECOLTES LORS 

DE LA CAMPAGNE DU N/O CKYOS 

Comparaisons d e s  p o u r c e n t a g e s  : 
N I  FI + N2 F2 - FI : '  Fréquence  d ' e f f e c t i f  N I  F réquence  t h é o r i q u e  : F = K I  + N2 PZ : Fréquence  d ' e f f e c t i f  N2 

test  : 
FI - F2 

\ I - . .  ,, , l  + 1 ,  



Fig. 3 : Localisation des chalutages . stations d'  hydrologie et de molysmologie 

lors de la campagne CRYOS 

Fig. 3 1 : Baie de Seine ( carte n: 6674D) SHOM 

O Station hydrologie 

a Station de molysmologie - Traits de chalut 

-t Traits de chalut a nécroses 

@ Nombre de poissons nécrosés 



Fig. 3 11: : Baie de Somme - Hardelot (carte n* L 2148 SHOM 1 



Fig. 3711 : Littoral de Calais à Dunkerque 

( Carte n: L - D 5  - 323 1 Hydrographïc office ) 

Fig. 3 IP : Littoral belge (carte ne6735 D )  SHOM) 



- 27 - 
En e f f e t  : 

- l a  s u p e r p o s i t i o n  des  zones de  pêche e t  c e l l e s  d e s  r e j e t s  d e s  

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

- l ' a c t i o n  c o r r o s i v e  des  s u b s t a n c e s  t o x i q u e s  p r é s e n t e s  dans l e  

m i l i e u  s u r  l e  mucus p r o t e c t e u r  des  p o i s s o n s .  

- l a  p r o l i f é r a t i o n  impor tan te  de  b a c t é r i e s  dans  t o u t  m i l i e u  

p o l l u é ,  

semblent conf i rmer  c e t t e  hypothèse .  

La n a t u r e  d e  ces  p o l l u a n t s  é t a n t  t r è s  v a r i é e ,  nous avons ,  

pour n o t r e  é tude ,  l i m i t é  nos i n v e s t i g a t i o n s  aux métaux l o u r d s ,  q u i  

forment  une p a r t i e  i m p o r t a n t e  d e s  r e j e t s  i n d u s t r i e l s ,  e t  r e s t r e i n t ,  

pour d e s  r a i s o n s  p r a t i q u e s ,  n o t r e  zone d e  p r o s p e c t i o n  au l i t t o r a l  

compris e n t r e  C a l a i s  e t  Dunkerque. 
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METAUX LOURDS : REPARTITION SUR LE LITTORAL 

DE LA MER DU NORD ES TOXICITE 

La pollution du milieu marin peut être due à des causes 

variées que GAUTHIER en 1976 a classé en cinq catégories : 

- Pollution thermique - 
Elle est due aux rejets des centrales qui modifient la tempé- -. 

rature et agissent sur le taux d'oxygène dissous du milieu. Elle inàuit 

ainsi un stress sur les organismes vivants. 

- Pollution minérale et organique 
Les matières en suspension et les matières oxydables (dues aux 

rejets urbains et industriels comme les papeteries ou les usines agro- 

alimentaires) vont se fixer sur les branchies des animaux et le tégument 

et les mènent à l'asphyxie. 

- Pollution radioactive 
- Pollution microbienne 

Elle est due aux rejets urbains. Les germes ne sont pas pacho- 

gènes mais ils laissent présager la présence de bactéries pathogènes ou 

de virus dès que leur concentration est importante. 

- Pollution chimique 
Elle est due aux rejets industriels et agricoles. Certains élé- 

ments, tels que les hydrocarbures, les pesticides, ou les détergents, 

peuvent être détruits par les organismes marins, alors que d'autres sont 

rémanents (métaux lourds, organochlorés ...). Leur toxicité augmente alors 
avec leur teneur dans le milieu. 

Les résultats antérieurs (ADELFA, CNEXO ...) semblent considérer ce type 

de pollution comme susceptible de provoquer ou de favoriser le développe- 

ment des nécroses de poissons. Nous envisagerons donc dans ce deuxième 

chapitre, l'étude de la répartition et de l'origine des différents mgtaux 

lourds sur le littoral de Calais à Dunkerque au sein des trois compartiments 

du milieu marin (eau, sédiments, matière vivante) et de leur toxicité. 





1 - ETAT DES REJETS SUR LE LITTORAL DE CALAIS A DUNKERQUE 
Le bilan et l'analyse, publiés en 1981 par l'agence de l'eau, 

de l'état de la pollution dans le bassin Artois-Picardie, et de l'effi- 

cience des émissaires en mer, tient compte de trois types de rejets : 

- rejets d'eaux usées 
- rejets d'eaux pluviales 
- rejets d'eaux industrielles 

C'est cette troisième catégorie qui est susceptible de contenir 
e 

des micropolluants toxiques. La localisation des entreprises responsables 

de ces rejets est représentée figure 4. 

Trois secteurs industriels sont prépondérants sur le littoral : la métallur- 

gie, la chimie et la raffinerie. 

Bien que l'hydrodynamisme de la Mer du Nord assure une dispersion, vers 

le Nord-Est, et une dilution des rejets industriels (RICFARD et coll., 1978), 

les concentrations en polluants sont souvent très importantes, selon les 

secteurs d'activités. 

1. 1 .  Métallurgie -------- -- 
Ce secteur est représenté à Dunkerque par les deux usines 

USINOR et CREGSOT-LOIRE. Les rejets proviennent surtout des lamineurs 

à froid et de la métallurgie du plomb et du zinc. Ces deux métaux ainsi 

que le cadmium et le plomb sont présents dans les efflu2nts à des teneurs 

variant de 1 à 15 ngll. LARSSON, en 1976 a montré qu'une teneur de 10 mgIl 

de cadmium dans l'eau de mer provoquait une réduction de 10,3 Z de la con- 

centration en hémoglobine chez les poissons (cf. Chapitre II : toxicité 

des métaux lourds). 

1.2. Le secteur chimie ----------------- 
Plus de 70 % de la pollution chimique toxique est due aux 

* 
rejets de l'usine Tioxi.de de Calais (3 091 K Eq. tox/jour)(cf annexe 2). 

cette usine a produit 07 000 tonnes de dioxyde de titane. Elle a donc re- 

jeté 469 000 t d'eaux acides, ce qui correspond à 118 858 t d'acide sulfu- 

rique, 9045 t de Fe, 1876 t de Al' 1 474 t de Ti, 328 t de V, 67 t de Cr, 

* 
L'équivalent toxique est une unité de toxicité basée sur la mobilité des 
Daphnies dans un milieu pollué. D'après la norme AFNOR T 90 301 (avril 1974) 
les teneurs normales en équivalent toxique sont de 10 à 300. (Communication 
personnelle de Mr DURNET, Agence de l'eau). 



TABLEAU 4 : ESTIMATION DES REJETS POLLUANTS SUR LE LITTORAL FRANCAIS DE LA MER DL1 NORD EN 1976 

* 
C e s  v a l e u r s  ne t i e n n e n t  cornpire que  d e s  r e j e t s  i n d u s t r i e l s  d e  l a  Zone de C a l a i s .  



134 t de Mn, 18 t de Zn, 2,7 t de Ni, 603 kg de Pb, 13,4 kg de Cd et 

469 kg de Sn. Les métaux toxiques cumulablea (Cd, Pb, Hg) sont rejetés à 

moins de 1 kgljour. Du Cr sous forme de cr6+ est également rejetté par 

l'usine de traitement des textiles COURTAULD (NOEL et al., 1980). 

1.3. Raffineries ----------- 
Elles sont regroupées dans la région de Dunkerque, leurs rejets 

sont principalement constitués d'hydrocarbures biodégradables. 

Des éléments toxiques sont également rejettés par les papeteries, 

cartonneries et les égouts, ces derniers amenant au milieu marin, les 

déchets des petites entreprises. 

Toutefois, les effluents toxiques de ces industries ne provoquent d'actions 

néfastes qu'à long terme, par l'accumulation de produits minéraux ou 

non dégradables. Dans de telles conditions, SPRAGUE n'a observé des 

réactions de fuite chez le saumon, qu'à l'approche des doses létales 

(DONNIER, 1972) 

Une estimation des rejets polluants a été entreprise sur le 

littoral français de la Mer du Nord en 1976 par le S.E.C..4.D.C. 

(Syndicat mixte d'études pour l'aménagement du littoral Calais-Dunkerque - 
Tableau 4). 

L'essentiel des rejets des métaux lourds provient de Calais, l'Aa et 

le port de Dunkerque rejettant beaucoup d'hydrocarbures. Pour ces deux 

zones les teneurs en métaux sont très inférieures à la première. 

Bien que des installations de traitement et d'épuration des déchets aient 

été prévues en 1979, les effluents industriels sont toujours rejetés 

directement dans le milieu marin (Fig. 5). 

Du fait du pas de marée et de la dérive (N.E.) de la masse d'eau sur 

notre littoral, les produits issus des émissaires et des égouts sont 

entraînés vers Gravelines. C'est donc ia zone comprise entre Calais 

et cette ville qui sera la plus touchée. 

* 
Je remercie Katia Kanas de Greenpeace pour m'avoir fourni ces données 
obtenues auprès de la D,R.I.R. de Douai. 



Fig. 5 : Répartition géographique das pollutions par arrondissement en 1979 

NOEL,  1980 ) 

Pollution produite avant épuration Pollution produite avant épuration 

S : 1 mm2 =7,5 kilo-equitox 1 jour S : lmm2 =75000 Equivalents-Habit. 
POLLUTION POLLUTION 

TOXIQUE ORGANIQUE 
Pollution épurée Pollution rejetée au milieu naturel 

Pollution rejetée au milieu naturel Pollution épurée 



Le l i t t o r a l  de  H a r d e l o t  à Equihen e s t  pra t iquement  dépourvu d ' i n d u s t r i e s .  

Seu le ,  l a  zone d 'Out reau  s u r  l e  l i t t o r a l  Boulonnais c o n s t i t u e  une zone 

p o l l u é e  p a r  l e s  r e j e t s  i n d u s t r i e l s  de l a  S.F.P.O. ( S o c i é t é  d e s  Ferro-man- 

ganeses  PARIS - OUTREAU). 

1.6. Conc lus ion  ---------- 
L ' e s s e n t i e l  de  l a  p o l l u t i o n  p a r  métaux l o u r d s ,  s u r  l e  l i t t o r a l  

Nord - Pas-de-Calais ,  p r o v i e n t  de  c a l a i s .  

- Du f a i t  d e  l 'hydrodynamisme d e  l a  Mer du Nord, nous s i t u e r o n s  n o t r e  

zone d e  p r o s p e c t i o n  e n t r e  C a l a i s  e t  G r a v e l i n e s ,  p a r t i e  du l i t t o r a l  l a  

p l u s  concernée p a r  l e s  r e j e t s  i n d u s t r i e l s .  

Nous p rendrons  c o r n e  r é f é r e n c e ,  l a  zone d e  S t  Va lé ry  à Equihen,  dépourvue 

d e  g r o s s e s  i n d u s t r i e s ,  a p p a r a i s s a n t  donc comme p l u s  " sa ine" .  

II - TENEURS EN METAUX LOURDS DANS L'EAU DE MER 

2.1.  C o m ~ a r a i s o n  d e s  d i f f é r e n t e s  f a ç a d e s  du l i t t o r a l  f r a n ç a i s  pa r  l e u r  --- -----------a-------------- ..................... ------------ 
t e n e u r  e n  métaux l o u r d s  ....................... 

Dans l e  c a d r e  du Réseau N a t i o n a l  d ' o b s e r v a t i o n  de  ? a  q u a l i t é  

du m i l i e u  marin  (R.N.O.) des  a n a l y s e s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  s u r  l e s  t e n e u r s  

e n  métaux l o u r d s  d i s s o u s ,  s u r  8  zones du l i t t o r a l  f r a n ç a i s ,  d i v i s é e s  e n  

zoces c ô t i è r e s  e t  l a r g e .  La f a ç a d e  Nord - Pas-de-Calais e s t  r e p r é s e n t é e  

par  Dunkerque. 

En 1977, l e s  d i f f é r e n t s  s i t e s  o n t  é t é  r e c e n s é s  s e l o n  l e u r  t e n e u r  

e n  métaux l o u r d s  ( F i g .  6 ) .  Dunkerque s e  c l a s s e  e n  deuxiême zone pcur 

l e  z i n c  e t  l e  plomb e t  t r o i s i è m e  zone pour  l e  cadrnium e t  l e  c u i v r e  

( P u b l i c a t i o n  du R . N . O . ,  1978).  Grâce aux données r e c u e i l l i e s  p a r  l e  

R . N . O . ,  nous avons e f f e c t u é  une comparaison d e s  d i f f é r e n t s  s i t e s  pour 

l a  p é r i o d e  d e  1978 à 1980. La f a ç a d e  no 1 ,  r e p r é s e n t é e  p a r  Dunkerque, 

possède l a  p l u s  f o r t e  t eneur  e n  p lonb ,  l a  deuxième en  z i n c ,  l a  t r o i s i è m e  

e n  cadmium e t  l a  qua t r i ème  e n  c u i v r e .  Ces t e n e u r s  d é p a s s e n t  l e  s e u i l  de  

r i s q u e s  d e  t o x i c i t é  pour l e  'Zn, l e  Cd ( F i g .  7 )  (Water q u a l i t y  c r i t e r i a  i n  

C.I.P.L.I.N.O.R., 1979).  

Cependant,  pour nuancer  ce  b i l a n ,  il f a u t  remarquer que l e s  t e n e u r s  

r e l e v é e s  dans  l e s  eaux c ô t i è r e s  s e  s i t u e n t  dans l a  p a r t i e  i n f é r i e u r e  

des  p l a g e s  de  v a r i a t i o n s  d e s  eaux c ô t i è r e s  d 'Europe (Tableau 5 ) .  



Fig. 6 : Teneurs en métaux lourds dissous en d i f f é r e n t s ~ t s  du littoral français 
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,Tableau 5 : Teneur en métaux de l'eau de mer de Dunkerque 
comparée aux valeurs de l'Europe 

(1) Plages de variation déduites de la bibliogra- 
phie des eaux côtières d'Europe (eau filtrée 
à 0,45 IL). 

(2) Teneurs moyennes (Bilan des mesures du R.N.O. 
de 1975 à i979). 

I EAUX COTIERES 
"littoral" 

Mais celles estimées pour la zone "large" se situent ou dépassent la 

moyenne des fourchettes pour l'Europe,. Elles sont très supérieures pour 

le Cu et le Zn, 

EAUX COTIERES 
"large" 1 

2.2. Evaluation de la teneur en polluants de la. station numéro 1 ........................... ............................... 
du R.N.O. à Dunkerquê ------------------ -- 

La station no 1 est la station la plus côtière sur le site du 

Nord - Pas-de-Calais - Somme. Depuis 1976, il apparaît une baisse du taux 
de cadmium, de cuivre, de fer et de zinc dans l'eau de m r .  (Tableau 6). 

On observe, au contraire une augmentation de la teneur en mercure et 

en plomb. Cette augmentation est inquiétant2 du fait de leur îoxicité. 

Le seuil de danger donné par le Comité de protection de la vie aquatique 

est presque atteint (Fig. 7). 

Europe 
1 ( 1  1 

Hg 30-300 

2.3. Comparaison de la teneur en éléments métalliques en divers points .................................................................. 

(PP~) 

Zn 
(PP~) 

Pb 
(?~b 

CU 
(PP~) 

Cd 
(PP~) 

du littoral de la Ner du Nord ............................. 

Dunkerque. 
(2) 

3 5 

2 5 

Op2 

2 

O,4 
i 

Dunkerque Europe 
(2) (1) 

5-40 

0,6-10 

1 ,O-15 

O, 1-3 

Le R.N.O. n'effectuant pas de prélèvements sur la côte entre 

Calais et Dunkerque, il est difficile de comparer ces deux sites dans le 

temps. Toutefois plusieurs études ont été entreprises en 1975, 1976 et 

1978 sur le littoral français et belge permettant une comparaison pour 

cette période. 
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2.3 .1 .Comparaison e n t r e  l e  s i t e  d e  c a l a i s  - Dunkerque e t  l e  l i t t o r a l  
i.. 4 . . . . . . . . . . * . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ~ . . ~ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

b e l g e  pour 1975-1976 .................... 
Tableau 7 : Teneurs  en p o l l u a n t s  m é t a l l i q u e s  e n  d i v e r s  p o i n t s  du l i t t o r a l  

de  l a  Mer du Nord (BOUGARD e t  a l . ,  1978) 

- 
("m : nininum ; m : moyenne ; ?i : maximum, s t a t i o n s  1 , 2 , ? .  

( 2 ) v a l e u r s  à 400 m du r i v a g e ,  r a d i a l e  e n t r e  l a  Panne e t  Nieupor t  PrélBvements 

( 3 ) v a l e u r s  à 400 m du r i v a g e ,  r a d i a l e  au nord-es t  d e  N i e u p o r t  i de 72 à 75 

( ' )va leurs  à 400 m du r i v a g e ,  t o u t e s  l e s  r a d i a l e s  
1 

Les v a l e u r s  s o n t  expr imées  e n  p g / l  ou ppb. 

Le l i t t o r a l  b e l g e  p a r a î t  p l u s  p o l l u é  pa r  l e  z i n c  e t  p a r  l e  plomb que 

l a  c ô t e  f r a n ç a i s e .  Les t e n e u r s  l e s  p l u s  é l e v é e s  e n  f e r ,  e n  t i t a n e  ec  

e n  mercure o n t  é t é  r e l e v é e s  dans  l a  zone d e  C a l a i s .  

Les  t e n e u r s  e n  c u i v r e ,  chrome e t  cadmiun s o n t  t r è s  i m p o r t a n t e s  à Dunkerque. 

T o u t e f o i s  l e s  données é t a n t  t r o p  r é d u i t e s ,  c e s  r é s u l t a t s  ne peuvent  

q u ' ê t r e  i n d i c a t i f s ,  e t  on  ne p e u t  é m è t t r e  d e  c o n c l u s i o n  s i g n i f i c a t i v e  

quan t  à l a  t e n e u r  en  métaux l o u r d s  d e s  deux s i t e s  é t u d i é s .  

2 .3 .2 .Comparaison e n t r e  l e  s i t e  de  1'Aa e t  Dunkerque (Tableau 8 )  .............................................. 
Les t e n e u r s  e n  métaux l o u r d s  de  1 'Aa s o n t  t o u j o u r s  s u p é r i e u r e s  

à c e l l e s  e n r e g i s t r é e s  pour  l a  zone de  Dunkerque, e x c e p t é e  c e l l e  Qu mercure .  

Mais il e s t  t r è s  i n p o r t a n t  de  n o t e r  que l e s  t e n e u r s  e n  plomb e t  e n  cadmium 

a t t e i g n e n t  d e s  v a l e u r s  t r è s  p roches  d e s  s e u i l s  de  t o x i c i t é  (+ 0 ,01  mgIl )  

pour  l e  plomb, e t  p l u s  d e  0 , 2  p g / l  pour l e  cadmium ; e t  que l a  t e n e u r  

e n  manganèse dépasse  l e  s e u i l  de  tolérance ( p l u s  de  0 , 0 2  p g / l ) .  



Tableau 8 : Comparaison de la teneur en 
métaux lourds de 1'Aa et de 
la station 1 de Dunkerque en 
1978 

1) CIPLINOR : port autonome de Dunkerque 1976 - 1978. 

2) Bulletin du R.N.O. - 1978. 

Cd 

Cr 

Cu 

Fe 

Hg 

Pb 

Zn 

Mn 

III - TENEURS EN METAUX DANS LES SEDIMENTS 

Tableau 9 : Teneur err nétaux dessédiments de Dunkerque 

Aa 
ug/l (1) 

2 

1 

40 

130 

O ,O5 

1 O 

110 

200 

1 valeurs Maximum 
moyennes ( 2 )  

< 0,30 O, 90 
- - 

2,5 14 

14,5 5 3 

< 0,04 0,12 

4,35 12 

23,8 8 5 
- - 

(*) Plages de variation déduites de la bibliographie (sédiments 

marins analysés dans la fraction fine < 65 p) R.N.O. 75/79. 

Mesures de polluants 
Dunkerque 75/79 

Elles sont normales sur le littoral de Dunkerque, pour le 

Hg, Zn, P b ,  CG, Cd, par rapport aux teceurç moyennes du littoral 

français. 

Lors des campagnes HYDROBIOS ( 1  980- 1982), des concentrations élevées en 

Cd, Zn et Cu ont été relevées au niveau des estuaires et des ports, 

3 O0 20 + 350 > 2500 

Milieu(*) 
naturel 

Teneurs (*)' 
anormales 



Fig. 8 : Principaux contaminants métalliques des sédiments 

( d' après L' HOPITAULT et al ,1983 ) 
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Cu Cr Pb Hg Ni Mn 

Zn Ni Cd Cu Co Cr Pb 
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Ault 



ainsi qu'au sud de Bray-Dunes. Les études entreprises au cours de ces 

campagnes, ont révélé que les sédiments de l'estran de Dunkerque présen- 

taient une forte teneur en titane, ces valeurs baissant quand on s'éloigne 

de la côte (L'HOPITAULT, 1980, 1983) . 
Comme on retrouve, au sud de Boulogne (Fig. 8) des quantités de titane 

très importantes, bien qu'il n'existe pas d'usine rejettant ce métal 

en ce point du littoral, on peut donc penser que dans le cas du titane, 

ces teneurs soient dues à la nature du sédiment. 

La zone de Calais à Gravelines se caractérise par une contamination en 

Cu, Zn, Pb au large et par la présence de Hg au niveau de l'estran au 

nord de Calais et à la centrale E.D.F. de Dunkerque (Fig. 8). En général, 

les zones subtidales éloignées sont plus polluées en métaux lourds 

(Cd, Cr, Pb, Zn) que celles proches de l'estran. Plusieurs causes sont 

responsables de la teneur importante en métaux lourds de ces zones. 

Les rejets indus-criels concentrent dans lesports et les estuaires les 

polluants ; dont la diversité est fonction de l'activité industrielle 

prépondérante. Ces zones font l'objet de travaux d'entretien périodiques,des 

dragages essentiellement dont les déchets sont rejettés au large, 

rejets qui contribuent à disperser les polluants. D'après le rapport de 

l11nsti tut Pasteur sur l'impact des dragages (in L'EIOPITALLT, 1982), les vases 

Sreductrices ; or elles s 'oxydent dans ce milieu marin et perdent alors 

leurs propriétés sequestrantes pour certains mét~ux (Cd, Zn). La résul- 

tante SW + NE des courants de marée ferait alors remonter cette poliu- 

tion "déplacée", en entraînant les fractions fines. 

CONCLUSION 

La zone de Calais à Gravelines parait donc être également 

contaminée par les métaux lourds, au niveau des sédiments. Celle 

comprise entre Etaples et Equihen n'étant que très faiblement polluée. 

IV - TENEURS EN POLLUANTS DE LA MATIERE VIVANTE 
Les caractéristiques d'un indicateur de pollution ont été 

définies par BITTEL en 1968. 

- Ubiquité 
- Stable selon les saisons 
- Permanence de la localisation 
- Affinité importante pour les polluants 
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- Grand facteur de concentration 
- Réaction rapide aux polluants 
- Facile à préveler 

- Abondance de l'espèce. 

Les Mollusques (Mytilus edulis L. et Cardium edule) qui répondent à 

ces critères sont utilisés pour les mesures des teneurs en métaux 

sur le littoral de Ault à Dunkerque. Le tableau 10 représente l'ensemble 

des données obtenues ; d'autres résultgts cités dans la bibliographie 

y figurent également à titre de comparaison. 

Tableau 10 : Concentration en métaux lourds des moules et coques sur 
le littoral de Ault à Dunkerque (L'HOPITAULT, 1982) 

a) Moules 

b) Coques 

Ecart ésultats obtenus par 
Maximum 

tvDe ORTSNER et al - 1981 

Métal f Noyenne l~cart 
pg/g poids secldes mesures1 type 

1 I 

Maximum sultats obtenus par 
RTSNER et al - 1981 

5 90 



Les valeurs régionales de la teneur en métaux des moules sont inférieures 

à celles citées par FORTSNER, exception faite du nickel dont la valeur 

maximale est triplée. 

Les coques présentent des concentrations en manganèse, en plomb et en 

nickel plus élevées que les teneurs données en référence (FORTSNER, 1981). 

La figure 9 représente les sites où les concentrations en 

métaux sont anormales avec dépassement des rapacités d'autoépuration 

des mollusques (L'HOPITAULT, 1982). On remarque que les zones à pro- 

blèmes sonc essentiellement les ports et les estuaires. Les polluants, Pb, 

Ni, sont les éléments dont la concentration dans les moules e t  les coques 

est la p l u  élevée, à Calais et Dunkerque, le Cd et le Cu sont très 

élevés dans l'estuaire de la Somme. 

V - TOXICITE DES METAUX LOURDS 

Les propriétés physiques et chimiques des métaux lourds 

varient selon leur position dans la classification psriodique. Dans 

certains groupes, tels que 1 B et II B, la toxicité du métal augmente 

avec son électropositivité, Hg>Cd>Zn, Au>Ag>Cu ; elle est due à une 

affinité importente pour les groupements amines et sulfhydriles qui 

sont des sites accifs de nomereux enzymes (SOtERS, 1960 in LUCKEY, 1975). 

Les différents éléments métalliques ont éte classes par 

WOOD en 1975 (Tableau 11). Les métaux tels que le sodium, le potassium 

et la magnésium ont un rôle essentiel dans les fonctions métaboliques. 

D'autres éléments, sont aussi considérés comme essentiels. Ils partici- 

pent aux réactions biochimiques qui maintiennent les conditions dyna- 

miques des cellules vivantes. Le transport de -l'oxygène par exemple, 

est assuré par des métalloprotéines contenant du cuivre et du fer 

(hemoglobine, hernocyanine) (FRIEDEN, 1975). Cs sont également des cons- 

tituznts d'enzymes (Superoxyde dismutase, crtochrome oxydase, ferroxidase, 

anhydrase carbonique.Le manganèse et le nickel s m t  des activateurs d'en- 

zymes et le cobalt est un consti,tuant de la vitamine B12. 

La déficience de ces composés perturbe donc la croissants ou le méta- 

bolisme des organismes vivants ; par contre lorsque les doses sont 
* 

élevées, ces substances deviennent inhibitrices et sont mêmes toxiques 

- * 
Un métal est considéré corme toxique s'il gène la croissance, la repro- 
duction ou le métabolisme de l'organisme quand il est sou~~lis à une 
concentration donnée (WONG et al., 1978). 



TABLEAU 1 1  : CLASSIFICATION DES ELEMENTS SELON 

LEUR TOXICITE (WOOD, 1975)  

E lémen t s  N a , K , M g , C a , H , O , N , C , P , F e , S  

non c r i t i q u e s  C l ,  B r ,  F ,  L i ,  Rb, S r ,  Ba, A l ,  S i  

E lémen t s  

t r è s  t o x i q u e s  e t  Be, Co, N i ,  Cu, Zn, S n ,  As ,  S e ,  Te ,  

r e l a t i v e m e n t  Pd ,  Ag, Cd, P t ,  Av, Hg, T l ,  Pb ,  Sb ,  B i  

a c c e s s i b l e s  

E lémen t s  

t o x i q u e s  mais T i ,  H f ,  Zn, W ,  Nb, T a ,  Re ,  Ga, La ,  O s  

t r è s  i n s o l u b l e s  Rh, I r ,  Ru 

ou  t r è s  r a r e s  

LILLE @ 



LUCKEY a représenté l'effet des ions métalliques essentiels sur les 

processus physiologiques selon leur concentration dans le milieu. 

Concentration de i' élément essentiel - 

Les autres éléments métalliques qui n'interviennent pas 

dans les processus biologiques, produisent, à des concentrations très 

faibles, des effets néfastes sur les organismes vivants. 

5.1 . Métaux essentiels ----------------- 
5.1.1. Le zinc ....... 

Le zinc joue un rôle important dans la synthèse des protéïnes. 

Il participe à l'élaboration des acides nucléiques et à la division 

des cellules. C'est un élément essentiel d'enzymes:l'anhydrase 

carbonique, la déshydrogenase lactique (VALLEE et al., 1956), la peptida- 

se carboxique et la phosphatase alcaline (MATHIES, 1958). Les effets 

néfastes de la déficience en zinc ont été étudiés pour l'être humain. 

Il provoque l'infantilisme, un retvrd de la croissance et de l'osci- 

fication (VALLEE, 1976 ; DUCHAUSSGY, 1971), une atrophie des testicules, 

des dermatoses ainsi qu'un blocage de la division cellulaire (KRISHAN, 

1975) chez l'homme, les cas d'empoisonnement naturel par le zinc sont 

rares. Toutefois, le zinc commença à être étudié de façon intensive 

vers 1920, lorsqu'on se rendit com?te que ses émanations étaient toxi- 

ques pour les ouvriers (BATCHELOR et al., 1926 in BOUQUEGNEAG, 1975). 

Le syndrome est un accès de fièvre, qüelques heures après 

l'exposition et des nausées. Cependant expérimen~alement on peut 

montrer que l'augmentation du zinc dans le régime de rats femelles 

en gestation augmente le taux d'hydrocéphalie des foetus. (O'DELL, 1969). 



Chez les invertébrés marins, GEORGE a montré que l'accumülation de ce 

métal étaitproportionnelle à sa concentration dans le milieu. Chez 

la Moule, les sites de transfert entre l'eau et l'organisme sont 

le manteau, les branchies et le sang (GEORGE, 1980). 

Les stades larvaires d'oursin apparaissent plus sensibles que les 

adultes. Il n'exisre plus de sperme mobile, après 96 heures de conta- 

mination par 0,l mgIl de zinc. Le développement de l'oeuf est inhibé 

par une concentration de 1 mg/l Zn, tandis que les adultes ne montrent 

pas de signes de toxicité après 20 jours dans une solution de 10 mg/l. 

(CASTAGNA et al., 1981). 

Les études entreprises chez les vertébrés marins ont révélé que 

les juvéniles de poisson étaient plus atteints par une pollution en zinc 

que les adultes. CRANDALL et COODNIGHT en 1963 ont signalé des pertur- 

bations de la croissance et de la reproduction chez les guppies pour 

une dose de 1,15 mgIl de zinc. Les poissons nouveaux-snésprésentent, 

après 55 jours d'intoxication, des altérations das gonades et des 

atrophies des vaisseaux sanguins dans le foie. Après 95 jours, on 

note la présence de nombreuses vacuoles dans cet organe (in KATZ, 1975). 

D'autres études réalisées chez Salrno gairdneri ont montré que le zinc 

agissait de façon néfaste sur les branchies. Des domages cytologiques 

apparaissent après une contamination de 3 mg/l durant 48 heures, puis 

les lamelles branchiales enflent (LYODD, 1980 in U T Z ,  1975). Ces 

perturbations provoquent une résistance pour le transfert de l'oxygsne. 

Les variations des différents paramètres respiratoires ont été signalées 

par SKIDMORE en 1970. L'action du zinc sur les branchies se traduit 

donc par la production de mucus et par une atteinte cytologiqüe con- 

duisant à l'asphyxie et à la mort de l'animal (WONG et al., 1978). 

Bien qu'étant un élément essentiel, le zinc est responsable de phénomènes 

toxiques chez les juvéniles de poissons. La concentration de cet élément 

dans le milieu est donc à surveiller, surtout près des nurseries. 

Les teneurs en zinc utilisées dans les tests de toxicité sont 

supérieures à celles trouvées sur le littoral de Dunkerque (la concentra- 

tion est 10 fois supérieure). 



5.1.2. Le cuivre . . . . . . . . . 
Le cuivre participe aux transferts d'électrons dans la photo- 

synthèse, à la formation des phospholipides, au métabolisne de la purine 

et au développement du système nerveux. Il est utilisé dans la synthèse 

de la cytochrome C. oxydase. Ce métal possède des propriétés bactéricides, 

utilisées pour éliminer les algues dans l'eau. Les phénomènes cliniques 

dus à une déficience en cuivre de l'organisme sont encore inconnus mais . il agit de façon synergique avec le zinc. Par contre une augmentation 
de la teneur en cuivre, équivalente à 100 fois la dose biologique, pro- 

voque des nécroses du foie et desanémies (LUCKEY, 1975). La quantité 

moyenne de cuivre nécessaire à l'homme est de 2 000 à 5 000 ~gljour. 

Des cancers du colon ont été mis en évidence chez les travailleurs de 

l'industrie du cuivre (TOKUDOME, 1976 in HILDEBRAND, 1984). 

La toxicité de cet élément a été étudiée dans les poissons. 

la dose létale (L C 50, 96 h) pour le saumon est de 17 ug Cull. 

(ROCEI, 1982). Les effets toxiques, apparaissant pour des concentra- 

tions de 5 ug/l (soit une teneur inférieure à celle trouvée en 1978 

dans 1'Aa : 40 pg!l) se traduisent par une perte de l'appétit et un 

arrêt de la croissance (BUCKLEY, 1982). Des phénomènes de congestion 

au niveau des branchies et du foie ont été observés par CALVENTI en 

1961 (in PEQUIGNOT, 1975). Le cuivre est responsable d'un ralentissement 

de lamucosécrétion au niveau du tégument et de l'intestin chez les 

alevins de truite (PEQUIGNOT. 1975). 

5.1.3. Autres métaux ......*...... 
Le manganèse participe à l'élaboration des nucopolysaccharides 

du cartilage (LABAT et al., 1977). Il est responsable de l'activation 

de plusieurs enzymes et peut se substituer au fer dans les hèmes pro- 

téïnes. Il est aussi impliqué dans la formation de la mélanine. Les 

effets dus à une déficience en manganèse n'ont pas été observés chez 

l'homme. Les intoxications chroniques produisent des désordres psychiques 

et neurologiques et la formation de nodules hépatiques. 
3+ Chez l'homme, le chrome trivalent (Cr ) est utilisé corne 

cofacteur dans les réactions de l'insuline ; il est nécessaire pour 

l'utilisation du glucose. Il peut stabiliser les structures des acides 

nucléïques et il stimule plusieurs systèmes enzymatiques ainsi que la 

synthèse des acides gras et di1 cholestérol dans le foie. L'inhalation 



de vapeurs d'acide chromique et de poussières de cr3+ provoque des 

cancers du poumon (LUCKEY, 1975). Une toxicité de cet élément sous 

forme de cr6+, a été envisagée lors de l'étude des nécroses de poissons. 

Le vanadium est un élément essentiel pour les poulets et les 

rats et probablement pour l'homme : il agit comme un catalyseur dans 

de nombreux systèmes biologiques soit en les activant ou en les inhibant 

(ribonuclease, ATPases ...). La déficience en vanadium produit chez 

les rats un retard de croissance. L'augmentation dans la nourriture 

se traduit par une perturbation des processus métaboliques tels que la 

synthèse du cholestérol et une inhibition des systèmes enzymatiques 

(MACARA, 1980 ; AUBERT, 1973). Les seuls organismes capables d'accumuler 

sélectivement cet élément sont un champignon (Amarita muscaria) et 

quelques espèces de tuniciers. En effet, le vanadium est un composant 

métall~~rotéïdique essentiel, utilisé par les ascidies dans les proces- 

sus respiratoires (SIMKISS, 1984). 

5.2. Métaux toxiques ----------- --- 
5.2.1. Le plomb . . . . . . . . 

On connait sous le nom de saturnisme la maladie professionnelle 

induite par le plomb. Charcot en 1876 en a décrit les symptômes 

"Un aa;twrnLen CAZ U M  mdade aarjectQ de c o f i q u u  de pLvmb. L'acide 

wUque a 'accumuRe ü/acLtemen;t dan,$ Le csang chez L u  acLtwrnhwJ, d o t t ~  

m&ne q u ' A  ne a o n t  pan à p~opmment p d m  cu3k-i.m de cjvuMel' 

(CHARCOT, 1876 in LITTRE, Dictionnaire encyclopédique). Par la suite, 

d'autres phénomènes toxiques ont été découverts. Le plomb provoque 

l'anémie, la perte de mémoire, le coma et la mort. Il induit aussi 

une perturbation des cycles ovariens et de la spermatogénèse (CAPLUN, 

et al., 1978) ainsi que des anomalies des chromosomes (DEWDT, 1978). 

Les phénomènes de transfert de ce métal sont peu connus. Après avoir pé- 

nétré dans le système circulatoire, le plomb peut se déposer dans 

tous les organes mais plus de 90 % se retrouve dans le squelette 

(BOWEN, 1966). 

Les effets toxiques du plomb se manifestent sur les algues 

. par une inhibition de l'activité métabolique, de la respiration et de 

la photosynthèse (WOOLERY, 1976). Une concentration de 0,05 à 10 pg/l 

de Pb provoque un arrêt de croissance de SkeZetonema costa~um (RIVKIIT, 

1979). Ces teneurs sont comparables. à celles de notre littoral. 



(1,91 pg/l de plomb à,la station no 1 de Dunkerque en 1982 et 10 pg/l 

de plomb dans 1'Aa en 1978). Le plomb ne fait pas l'objet de régulations, 

sa concentration dans les tissus augmente donc en fonction de la teneur 

dans 1.e milieu. L'huître, Cr~assostrea virginica est capable de prélever 

quelques mg de plomb dans une eau contenant 0,2 ppm de plomb,par kg 

et par jour, sans autre limite que la mort (PRINGLE, 1963 in BITTEL, 

1973). 

Des concentrations sublétales en plomb peuvent causer des 

dommages dans les populations de poissons en réduisant leur croissance 

et en perturbant leur reproduction. Des teneurs en plomb de 0,5 mg/l 

n'ont pas d'effets sur la métamorphose d~ carrelet (Pleuronectes platessa). 

Par contre une inhibition de la croissance est obtenue quand ces organis- 

mes sont exposés à 2 mg Pb11 (DILLING et al., 1926 in KONG et al., 1978). 

Les effets toxiques du plomb se manifestent également par une perturba- 

tion ou niveau du système circulatoire. DAWSON en 1935, a observé une anémi 

prononcée chez labarbotte brune (Ameirusnebu~osus) selon les conditions dTinto 

cations données ci-après (exposition à 28 mg/l dans l'eaii douce renouvelée 

touces les 48 heures pendant 16 à 183 jours). Les erythocytes sont 

déformés et on note l'accumulation de hène-pigments dans le foie et 

la rate (in KONG. 1978). Une réduction de 38 % de henatocrite a été 

signalée chez la Carpe (PEQUIGNOT et al. 1975). La concentrztion de 2 ppb 

de plomb (soit une teneur comparable à celle de notre littoral) provoque 

après 8 semaines, une baisse de glucose dans le sang chez l'ûmble de 

fontaine (CHRISTENSON et al., 1977 ; in REICHERT, 1979). Après 5 jours 

d'exposition à 200 pg/1 de plomb le Cyprin doré présente une perturba- 

tion de la synthèse de l'hémoglobine et de la densité des globules 

rouges. Ces deux effets toxiques seraient clus à une inhibition de la 

6 aino levulinique acide deshydratase (ALh-D) (JACRIM, 1973) . 
DAVIES en 1976 a exposé des truites à de faibles conc2ntrations en 

~lomb pendant 18 mois. Les animaux présentaient des queues noires 

(41 %),  des érosions des nageoires (6 %) et des altérations de la 

colonne vertébrale (lordoses et scolioses) (3 %) après 6 mois de 

traitement avec 13 ug/l de nitrate de plomb. 

5.2.2. Le mercure et le cadmium 
. a . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

C'est au 3apon qu'ont é:é decelés les effets toxiques du mercure 

et du cadmium. Les taux de mortalité ainsi que les malformations 



induites par le mercure n'ont été signalés qu'en 1950 et 1965 à 

Minamata. Les batailles juridiques entre le pollueur et les pêcheurs 

touchés par cette contamination ont ameuté et sensibilisé l'opinion 

mondiale quant aux effets toxiques des métaux dans l'environnement. 

D'autres intoxications par le mercure ont été signalées en Irak 

(1956, 1960, 1972) (BAKIR et al., 1973), au Pakistan, au Guatemala 

(1 966), au Nouveau Mexique (1 969) ainsi que dans les pays Scandinaves 

(JERNELOV et al., 1975). La région Nord-Ouest de l'Ontario, Canada, 

est polluée par du mercure provenant de la rivière Wabigoon - English. 
Les chats de la réserve voisine présentent des symptômes correspondants 

à une atteinte du cortex cérébral (mouvements anormaux, ataxie, 

convulsions, salivation abocdante). Les cellules de Purkinje sont 

dégénérées (TAKEUCHI, 1977). Les pêcheurs de Minamata et de Niigata, 

intoxiqués par le mercure présentaient des troubles nerveux. Des effets 

mutagènes et tératogènes ont été observés se manifestant sur les foetus 

par le retard mental et des troubles moteurs (TAKEUCHI, 1977). Les 

teneurs en mercure de l'eau de mer de Minamata sont de 1,6 et 3,6 ppb 

(KLEIN, 1970) (la teneur naturelle de l'eau de mer est de 0,l ppb). 

Le méthyl mercure (Hg CH ) est responsable de la contamination, sa 
3 

teneur dans l'eau de mer de Minamata est de O,] à 1 ppb (UL, 1971). 

La ~oxicité de ce composé est essentiellement due à l'accumulation dens 

la chaine alimentaire (CLARKSON, 1975) (FRIBERG et al., 1972). Les 

travaux entrepris sur les vertébrés marins ont montré des perturbations 

sanguines : variations de la concentration en protéines plasmatiques 

et en hémoglobine (CALÀBRESE et al., 1975). WOSEBER en 1975 a mis en 

évidence des altérations de l'épithélium des lamelles branchiales 

chez Salrno gairdneri pour une dose de 16 et 24 ppm après 105 jours 

d'exposition. DELARCHE et al. ont observé en 1978 chez Salmo gairdneri 

des accélérations des mouvements operculaires et une coloration sombre 

de la peau traduisant, l'hypoxie, pour une concentration de 1 ppb de 

CH3 Hg. 

La carence alimentaire et la pollution par le cadmium sont 

responsables de la grave intoxication dont les paysans de Tohama 

(Japon) furent les victimes. L'agent étiologique est une mine de Plomb, 

Zinc et Cadmium située à 50 km .âu Nord de la ville (NOMIYAMA, 1975). 

La plupart des individus touchés en 1947 sont des femmes agges de 



40 à 70 ans (FRIBERG, 1974). La maladie nommée "1taï-1ta'i" se manifeste 

par des troubles osseux très graves (déformations du squelette, frac- 

tures multiple~,:~,b~~~~) ainsi que par un accroissement du taux de la 
phosphatase alcaline et de laglucosurie (~A~LGAKA, 1973 inDENNAI, 1984). L'icj~ 

de 0,I X de Cd Cl2 (dans 0,15 M NaCl pendant 2 heures à 25O C) sous 

forme d'aérosol provoque des lésions des alvéoles et des bronchioles 

21 jours après l'exposition (SAMPSON, 1984). Le cadmium est un compé- 

titeur du zinc, il modifie donc les activités des enzymes telles que 

déshydrogénase et carboxypeptidase. Il possède une affinité forte pour 

les groupements sulfhydriles (AUBERT, 1973). 

L'intoxication par ce métal provoque chez l'insecte Locusta 

rnigratoria des altérations du corps adipeux consistant en une réduction 

des réserves énergétiques ; le fonctionnement de l'appareil génital 

femelle est altéré par l'inhibition des synthèses, au niveau du corps 

jaune (MRTOJA et al,, 1983). 

Arçopecten i rradians  soumis à 0,7 ppm Cd pendant 5 jours présente une 

extrusion massive de concrétions calcifiées par la plupart des cellules 

épithéliales du rein. Des dommages morphologiques ne sont toutefois 

observés que dans une faible zone de cet organe. Le rein peut accumuler 

200 ppm de Cd (par rapport aupoids sec) dont6û% seretrouvedans les con- 

crétions, 38 % dans le culot membranaire du foie et 2 % dans les fractions 

solubles. Les concrétions rénales jouent donc un rôle dans le contrôle 

de l'accumulation et dans l'excrétion du cadmium. LXRSSON et al. en 1976, 

ont montré que l'intoxication par 10 mgIl de cadmium, dans l'eau de mer, 

provoquait une réduction de 10,3 % de la concentration en hémoglobine 

et de 14,4 d de l'hématocrite - des poissons marins - 

5.2.3. Le titane . . . . . . . . . 
La pollution par le titane est responsable chez Terca f % u x ; a t i % i s  

d'une augmentation du taux de glucose dans le sang, d'une baisse de 

glycogène et de la formation d'un dépôt brun sur les branchies, respon- 

sable de 1 'asphyxie (LEHTINEN, 1980 in LARSSON, 1980) . 
Le chlorure de titaLo à 5°/,0 provoque chez les échinodermes 

des nécroses de la peau qui devient blanchâtre et ulcérée après 2 H 40 

d'exposition (VIALE, 1974). Les rejets de l'usine Montedison de Scarlino 



(LIVOURNE, Italie) contiennent du titane, du manganèse et du vanadium. 
* 

Ils ont été incriminés dans la génèse des ulcérations chez les mammifères 

marins de Méditerranée. En effet la composition élémentaire des granulations 

présentes dans le tégument lésé d'un balénoptère, est analogue à celles 

des "Boues rouges". Les métaux ne sont pas les seuls agents néfastes relar- 

gués par les usines traitant le titane. Les rejets d'acide sulfurique 

en très grande quantité abaissent le pH de l'eau en mer à 0,2. Cette 

acidité constitue un stress pour les organismes marins et prédisposerait 

la peau des cétacés à une altération successive par les métaux (VIALE, 

1973). 

CONCLUSION 

Les teneurs en métaux lourds des trois compartiments du 

milieu marin du littoral de Ault à Dunkerque se situent toujours 

dans la moyenne des données recensées dans la bibliographie. Dans 

l'eau de mer les seuils de toxicité sont dépassés pour le zinc et le 

cadmium. Les zones les plus contaminées sont les ports et les estuaires 

ainsi que la région de Calais à Dunkerque, particulièrement polluée 

par le cuivre, le zinc et le plomb dans les sédiments du large. Du fait 

de l'hydrodynamisme de la mer du Nord, nous situerons notre zone 

d'étude, caractérisée par ses rejets industriels, entre Calais et 

Gravelines. La zone dlHardelot, dont la teneur eil métaux lourds est 

faible constituera la zone de référence. 

La pollution du littoral paraît être due à une multiplicité 

d'éléments métalliques plutôt qu'à un contaminant spécifique. L'augmen- 

tation de la teneur en cadmium et la présence de plomb et de mercure 

au niveau de Gravelines pose un grave problème. En effet, selon MARTOJA, 

les organismes marins sont capables d'accumuler de grandes quantités 

de métaux dans un milieu peu pollué. Ainsi, le Murex peut concentrer un 

million de fois le cadmium de l'eau de mer (WTOJA,1984b). La préseilce 

dans les organismes vivants de ces élémznts n'ayant aucun rôle biolo- 

gique donne lieu à des phénomènes de toxicité ; basés sur leur accumulation 

dens la chaîne alimentaire. Les pollutions par des composés métalliques 

peuvent entraîner des désordres physiologiques accompagnés d'accumuiations 

de métaux. Ces perturbations peuvent susciter des réactions de défense 

et accroître la résistance des organismes qui procèdent eux-mêmes à leur 

détoxification. Les mécanismes de défense sont très variés et ils seront 

étudiés dansle chapitre IV. 
* 
Lors d'un procès intent6 par les pêcheurs de Corse 



CHAPITRE I I I  

ECOTOXICOLOGIE : 

TENEURS EN METAUX DES FLETS DE LA MANCHE 

ET DE LA  MER DU NORD . 
INTOXICATIONS EXPERIMEWTALES. 



CHAPITRE III 

ECOTOXICOLOGIE : TENEURS EN METAUX DES FLETS DE LA MANCHE - MER DU NORD 
INTOXICATIONS EXPERIMENTALES 

1 - METHODES D'ETUDE ECOTOXICOLOGIQUE 
On peut aborder la compréhension des processus de 

des écosystèmes par des composés de faible biodégradabilité 

méthodologies : 

- Etudes "in situ" dans les écosystèmes naturels. 
- Utilisation de tests écotoxicologiques. 
- Elaboration de microsystèmes. 
- Réalisation de chaînes trophodynamiques expérimentales 

contami2ation 

selon quatre 

1.1.  Etudes "in situ" ---------------- 
Les dosages du contaminant étudié sont effectués sur diffErents 

organismes prélevés au sein de l'écosystème. Ils permettent de préciser 

l'état de contamination et de suivre son évolution au cours du temps. Les 

mesures sur le littoral Nord - Pas-de-Calais, ont surtout été effectuées 
sur des lamellibranches (Mytilus edulis L. et Cardiwn zdule) (L'EOPITAULT, 

1982). Il noüs a donc paru intéressant de préciser les teneurs en métûux 

de plusieurs organes de Poissons pour complérer cet inventaire. 

1.2. Utilisation de tests écotoxicologiques ...................................... 
De nombreux tests ont été mis au point afin d'évaluer la toxicité 

de différentes substances. Ces tests sont basés sur différents critères 

biologiques. 

Le critère le plus souvent utilisé est la dose létale 50 

déterminée à partir de la relaticn entre le pourcentage de mortalité et 

la dose utilisée (ATTAR et al., 1982 - STORA, 1975). L'action de la substance 

toxique sur la croissance constitue le deuxième test utilisé très fréquem- 

ment (FARMER, 1979 - PICKERING et al., 1970 ~ ~ C A B R I D E N C ~ ~  al., 1977). 



D'autres tests basés sur des aspects fonctionnels sont aussi très large- 

ment employés. On utilise spécialement pour les algues les échanges 

O*-CO2 (WOOLERY, 1976). Les tests bactériens reposent sur l'assimilation 

du 14c glucose (potentiel hétérotrophe). Les tests particuliers réalisés 

sur des poissons concernent l'étude de l'activité respiratoire de la 

réaction d'évitement (test de nage) ou de l'immobilisation (TIMES, 1973 in 

CABRIDENC et al., 1977). 

Plusieurs autres critères biologiques sont retenus : 

- la modification du volume moyen cellulaire, utilisé chez toutes les 
populations unicellaires. 

- les modifications morphologiques ou tératogénèse utilisées plus parti- 
culièrement chez les poissons. 

- la mesure de l'activité enzymatique. 
- la synthèse de macromolécules (acidesn.uclé?ques ou protéïnes). 
- la synthèse des lipides. 

L'examen des données bibliographiques ainsi que les conclusions 

apportées lors du symposium d'Ecotoxicologie de Gand du 12 au 14 novembre 

1983, montrent que de nombreux tests présentent encore des déficiences de 

mise au point. Il apparalt urgent de développer une standardisation à 

l'échelle mondiale, tant du point de vue de l'espèce utilisée que de la 

méthodologie employée. 

i .3. Microsys ternes ex~ér inientdux ------ --------- ---------- 
Le terme "microsystème expérimental" désigne la reconstitution 

d'un "écosy~tème naturel" à l'échelle du laboratoire. Les organismes 

étudiés sont des espèces caractéristiques des différents niveaux trophiques 

introduites simultanément ou progressivement. Les observations sont 

effectuées en fonction de plusieurs paramètres abiotiques (température, 

salinité, photopériode, forme chimique du contaminant, durée d'exposition 

et voie de contamination). 

Ces écosystèmes expérimentaux permettent de limiter le nombre 

de variables et de suivre ainsi plus facilenent leur évolution. (DELARCHE 

et al., 1978). Toutefois, ils possèdent une dynamique propre qui peut 

être très éloignée de celle du milieu naturel. 



1.4. Chaînes tro~hiques expérimentales ----------- -- ------ ----------- 
Les chaînes alimentaires expérimentales sont constituées de 

plusieurs niveaux trophiques successifs. Elles peuvent désigner des chaînes 

courtes à deux maillons ou des chaînes longues comprenant un producteur 

primaire et des consommateurs de différents ordres. Le Centre dfEtudes 

et de Recherches en Biologie et en Océanographie Médicale de Nice 

(C.E.R.B.O.M.) préconise l'utilisation de cette méthodologie pour les 

organismes marins. L'élément suspect Pst introduit au niveau du maillon 

primaire de la chaîne choisie, puis on nourrit les échelons supérieurs 

par ces organismes contaminés. La mesure de la toxicité transmise ou 

induite traduit la menace que ferait peser l'élément sur l'home. 

Quatre types de chaînes ont ainsi été proposées par AUBERT. 

1) Chaîne pélagique ................ 
Phytoplancton : Asterionella japonica et Diogenes sp. 

Zooplancton : Ariemia salina 

Poisson : Carassius auratus 

Mammifère : Mus muscu%us 

2) Chaîne néritique à Mollusque ............................ 
Phytoplancton : Asterionella japonica et Oiogenes sp. 

Mollusque : Mytilus edulis 

Mamif ère : !&ds mscu%us 

3) Chaîne benthique à Crustacés ............................ 
Bactéries et plancton marin 

Mol lusque : Mytilus edulis 

Crustacé : Carcinus maenas 

Mammifère : i%s muscu%us 

4) Chaîne benthique à Poisson .......................... 
Bactéries et plancton marin 

Annélides polychètes : Nereis sp., Uephtys sp. 

Poisson : Labrus bergylta 

Mammifère : Mus muscu%us 



La contamination s'effectue your. les différents maillons de 

la chaîne, par voie directe et par voie indirecte par l'intermédiaire 

du transfert trophique. AUBERT a obtenu pour le mercure un facteur de 

concentration de 3 000 au niveau du maillon terminal. Toutefois l'utili- 

sation de la chaîne alimentaire ne permet pas de prévoir les modifications 

induites dans le milieu naturel. Ces modèles doivent être envisagés comme 

une approche des phénomènes naturels (AvBERT et al., 1972, 1974, 1975, 1976). 

Les auteurs sont partagés sur la part prédominante de la contamina- 

tion par voie directe ou par voie indirecte. LABAT a réalisé en 1577 des 

contaminations en eau douce. 11 a démontré que dans le cas de métaux se pré- 

sentant sous forme soluble, la contamination par voie alimentaire est 

minime par rapport à celle provoquée par l'eau ambiante contaminée. 

Pour d'autres auteurs, l'accumulation du plomb et du mercure chez les 

poissons est plus importante par la voie trophique (VIGHI, 1981, BOUDOU, 

1979). 

Le plomb accunulé par l'alimentation est relargué plus lentement 

que celui absorbé par les branchies (VIGHI, 1981) SCHULZ - BALDES a 

montré en 1974 chez Mytilus edulis L. une part de la contaminaticm au 

plomb par l'eau de mer identique à celle résultant de l'alimentation. 

Afin de déterniner l'impact de certains polluants métalliques 

sur les organismes marins, nous avons réalisé des contaminations 

expérimentales en laboratoire. La contamination s'effectue par voie 

directe, le polluant est introduit dans l'eau environnante. L'espèce 

utilisée est le flet. Des mesures de la teneur naturelle en métaux de 

ces poissons ont été effectués avant toute contamin2tion. Nous avons 

pu préciser les variations induites par le sexe, la taille, la saison 

et le lieu de pêche. Les poissons utilisés dans les expériences de 

contamination ont donc été choisis en fonction de ces résultats. 

II - MATERIEL BIOLOGIQUE 

2.1. Choix du matériel d'étude ......................... 
Plusieurs raisons ont détermicé le choix du matériel biologique : 

le flet (i'Zatichtys flesus L.). La présence de nombreux spécimens porteurs 

d'ulcérations cutanées (cf. chapitre 1) dans les zones polluées - prouve 
que ce poisson est très sensible aux atteintes du milieu extérieur - 



Son régime alimentaire est basé sur des organismes suspensivores 

détritivores tels que le lamellibranche Abra aZba et le polychète 

Lanice conchiZega (DELVAL, 1982). Le flet apparaît donc comme un récep- 

teur privilégié de la contamination par voie trophique. Son biotope 

est le sable envasé, particulièrement riche en métaux lourds (SMIGIELSKI, 

1976). Ces polluants peuvent êfre relargués par le sédiment et absorbés 

par les poissons marins (KUDO, 1976). Néanmoins ce rôle de vecteur de 

polluant n'est pas reconnu par LABAT qui leur attribue essentiellement 

une fonction dans la fixation. Le çgdiment contribue à l'épuration de 

l'eau sans pour autant déterminer la pollution des espèces qui vivent 

à son contact. Toutefois les expériences entreprises sur des poissons 

d'eau douce ont montré que les fouïsseurs étaient plus contaminés que 

les omnivores, eux-mêmes plus que les carnivores (LABAT, 1977). Le 

flet apparaît donc comme un récepteur privilégié de la contamination par 

les métaux lourds tant par voie trophique que par voie directe. 

2.2. Description et biologie du flet ------ ........................ 
Le flet est un poisson téléostéen, pleuronectidae de couleur 

gris - brun ou olivâtre pouvant atteindre une taille de 50 cn. Les yeux 

sont généralement situés sur le côté droic de la tête mais on rencontre 

souvent des exemplaires senestres. Le corps porte des tubercules osseux 

et rugueux à la base des nageoires dorsales et anales et de chaque côté 

de la ligne latérale. Le frai a lieu de janvier à mai, dans la partie 

méridionale de la mer du Nord sur des fonds de 20 à 40 m. Les oeufs sont 

petits (1 mm de diamètre) et donnent naissance à des larves pélagiques 

qui se dirigent vers la côte. Les jeunes flets passent leur première 

année en estuaire avant de redescendre en mer (POLL, 1947). 

Cet animal est euryhalin, il peut remonter en effet dans les 

estuaires et les rivières. Mc CURDY a signalé l'existence de flets à plus 

de 70 km de l'embouchure d'une rivière irlandaise (in SMIGIELSKI, 1978). 

Il constitue donc un matériel particulièrement résistant pour une expé- 

rimentation en laboratoire. 



III - METHODES 

Les poissons ont été prélevés lors de chalutages effectués 

par le navire océanographique attaché à la Station Marine de Wimereux : 

le N / O  "SEPIA II". La date, la position DECCA, la profondeur, la quantité 

et la répartition de poissons par espèce sont répertoriés pour chaque 

trait de chalut. Le tri de la pêche est rapidement effectué afin que les 

poissons, nécessaires à la réalisation des contaminations expérimentales, 

soient placés dans les viviers où ils seroni maintenus jusqu'au port. 

Les spécimens utilisés pour le dosage des métaux lourds 

présents dans le milieu naturel sont mesurés et disséqués à bord. La 

mort est provoquée par section de la tête au-dessus des ouïes. Les organes, 

considérés comme cibles de l'accumulation des métaux par BOUQUEGNEAU en 

1975, sont ensuite prélevés. 

- Les branchies constituen~ le premier organe touché par une contami- 
nation directe. 

- Le foie a été choisi pour son activité métabolique importante et 
pour son rôle de "détoxification" de l'organisme. 

- Le rein a été retenu en raison de son rôle d'excrétion et d'épuration. 
Ces différents orgenes sont rincés à l'eau bidistillée et placis dans des 

sacs en polyéthylène avant d'être stockés au congélateur à - 20" C. 

- - 

3.2. Traitement des échantillons --------------------------- 

3.2.1. Préparation 
S . . . . . . . . . .  

Le matériel utilisé dans la préparation des échantillons 

(verrerie, béchers en téflon ...) est préalablement nettoyé puis conservé 

dans une solution d'acide nitrique 1 M. Avant toute utilisation, il est 

plongé dans deux bains successifs d'eau distillée et d'eau ultra pure 

(système de filtration Milli Q - Millipore). Les organes sont pesés et 

homogéné?sés dans deux volumes de 0 ,5  M saccharose à l'aide d'un broyeur 

homogénéiseur (Ultraturrax). La minéralisation des branchies et des reins 

s'effectue directement après ce traitement. 

Le foie subit un fractionnement supplémentaire afin de déterminer 

les quantités de métaux présentes dans les diffsrentes fractions. Après 

homogénéïsation, il est centrifugé à 37 000 g pendanc deux heures à 4" C 

(1 E C, Inter~ational Centrifuge, Modèle PR 2). Une fraction aliquote du 



surnageant est ensuite prélevée pour le dosage des métaux, l'autre partie 

étant conservée à - 20" C pour l'étude de la concentration métallique 
des différentes fractions protéïques ~btenues par chromatographie (cf. 

chapitre IV). Le culot est repris et à nouveau homogénéïsé dans 2 volumes 

d'eau bidistillée. 

3.2.2. Minéralisation .............. 
Les homogénats, culots et surnageants aliquots sont minéralisés 

par voie humide selon la technique prescrite par BOUQUEGNEAU et MARTOJA 

en 1982. Les échantillons sont placés dans des réacteurs en téflon 

de 25 mi puis mis à l'étuve à 110' C pendant 12 heures afin de les sécher. 

Onajouteunvolumede2mld'unmélanged'acidenitrique l4NetQ1acide chlorhydrique 

12 N par gramme de tissu frais. Le surnageant, limpide est traité par 2 ml 
d'acide nitrique 12 N par gramme d'échantillon. 

Le réacteur est ensuite fermé à l'aide d'un couvercle en téflon 

et placé au bain - narie à 60' C pendant 24 heures. Après refroidissement 

le contenu des réacteurs est dilué dans de l'eau bidistillée et filtrée 

sur membrane Whatman 2 V, jusqu'à obtention d'un volume final de 20 ml. . 

Un réacteur témoin, comportant uniquement de l'eau régale (HNO 14 N + HC1 
3 

12 X)  est réalisé pour chaque échantillon afin de quantifier l'apport 

de métaux dus à l'expérimentation. Les différentes étapes de la prépara- 

tion des échantillons sont rassemblées dans le tableau 12. 

3.3. Dosage des métaux ---- ------------ 
Les dosages des métaux ont été réalisés par spectrophotométrie 

d'absorption atomique (appareil PERKIN-ELMER, 2380). 

3.3.1 . Principe . . . . . . . . 
Quand un atome excité, change de niveau d'énergie E hvers un 

niveau plus bas E b, il émet une radiation spectrale de fréquence u et 

la variation d'énergie E h - E b est déterminée sous la forme d'une 

quantité d'énergie hv . Inversement, quand un atome est dans un état 
neutre E b, et exposé à une radiation de fréquence o , il peut absorber 
une quantité hu et passer dans le stade 

E h = E b + hi, - (PINTA, 1978). 



TABLEAU 12 : TRAITEMENT DES ECHANTILLONS : 

ETAPES DE PREPARATION ET ANALYSES. 

Flets prélevés dans le milieu naturel 

ou intoxiqués expérimentalement 

I 
Dissection 

domogénéïs.ation dans 

2 volumes de saccharose 0,5 M 

Branchies Foie 
I 

Reins 

1 centrifugation à 

37 000 g pecdant 

~omogénéïsation 2 heures à 4" C 

dans 2  vol. d'eau 

bidistillée -c------ Culot Surnageant 

Surnageant s 
Chromatographies 

aliquots 

Minéralisation 

( 1 2  h à l'étuve 

+ 
Attaque à l'eau 

régale 

( 2 4  h au bain 

marie à 60" C)  

Dosage des métaux 



Eb 

Emission Absorption 

L'utilisation d'un spectre d'absorption plutôt qu'un spectre d'émission 

a été proposé et développé par WALSH (1955). Le spectre d'absorption 

atomique est formé par l'absorption de radiations de longueur d'onde 

connues par les atomes dont les électrons sont à l'état fondamental. 

En absorbant cette énergie, les atomes passent à l'état "excité". L'étendue 

de l'absorption dépend du nombre d'atomes à l'état stable présent sur le 

chenin du rayon de la radiation à tout moment. En pratique, une solution 

contenant l'élément à analyser est injectéedans une flame relativement 

froide dans laquelle les atomes tendent à rester à l'état stable. Une 

radiation de longueur d'onde caractéristique provenant d'une lampe à 

cathode creuse est émise à travers la flamme. La baisse de l'intensité 

due à l'absorption d'énergie est ènsuite mesurée par un spectrophotomètre 

(ALLEN, 1 97 4) . 

3.3.2. Analyses . . . . . . . . 
Les analyses du cadmium, zinc, cuivre et manganèse ont été 

réalisées â l'aide d'un appareil PERKIN-ELMER modèle 2380 équipé d'une 

flammeair-acétylène. Les concentrations métalliques sont obtenues direc- 

tement en ppm. Deux mesures sont effectuées après prélèvement de l'échan- 

tillon durant 4 secondes. La valeur obtenue est donc la moyenne précisée' 

par l'écart-type. 

Compte-tenu des faibles teneurs en plomb des échantillons, 

non détectables à la flammeair-acétylène (limite de détection égale à 

0,5 ppm) les analyses du plomb ont été réalisées avec le même appareil 

équipé d'un four à graphite (PERKIN-ELMER, HGA 500). La méthode est basée 

sur une calcination. L'utilisation d'un passeur d'échantillon automatique 

augmente la reproductibilité des résultats. Les conditions d'analyse sont 

résumées dans le tableau 13. Les résultats de la teneur en métaux seront 

exprimés en pg de métal par gramme de poids frais d'organe. 



TABLEAU 13 : COhD ITIONS D 'UTILISATION DU SPECTROPHOTOMETRE 

D'ABSORPTION ATOMIQUE 

Flamme air-acétylène : (PERKIN-ELMER 2380) - 

Four au graphite : (PERKIN-ELMER HGA 500) 

Plcmb (217 nrn, largeur de fente 0,7) 

L I L L E  

: 

Zn 

Cd 

Cu 

Mn 

Pb 

Longueur 
drcnde 
(nm> 

213,9 

228,8 

324,s 

279,5 

217 

, Temps de 
mesure à 
température 
constante 
(secondes) 

20 

2 5 

5 

5 

3 

1 

Etapes 

Séchage 

Calcination 

Sensibilité 
pour 1 % 

d'absorption 

0,018 

O ,025 

O ,O9 

O ,055 

O,5 

Fente 

0,7 

0,7 

0,7 

0,2 

O,7 
i 

Température 
O- C 

120 

; 

Temps de 
montee en 
température 
(secondes) 

2 O 

; 

Limite de 
détection 
0,01 pg/ml 

t 

30 

O 

O 

1 

1 

Domaine 
d'analyse 

ug/ml 

5 O0 

0,Ol 

0 3 1  

0,Ol 

O ,O 1 

O,5 

2 

Atomisation 

Nettoyage 

0,l-10 

0,5- 5 

O, 5-20 

O, 1-10 

5 -50 

5 O0 

2300 

2700 



IV - ANALYSE DE LA TENEUR EN METAUX DES POISSONS DU MILIEU NATUREL 

4.1. Introduction ------------ 
Nous avons conduit cette analyse en fonction des données biblio- 

graphiques dont nous disposions. De nombreux auteurs ont montré que les 

variations de la teneur en métaux lourds dépendâient de plusieurs facteurs. 

- L'âge et la taille : HAMANAKA et al., 1981 chez le requin bleu dans 

l'océan pacifique Nord ; METAYER et al., 1982 chez le flet dans 

l'estuaire de laLoire; BOLLINGBERG et al., 1979 chez le loup, 

Anarhichas minor. 

- Le sexe : FLETCHER et al., 1978 chez le flet dans un estuaire du 

Newfoundland. MAURI et al., 1983 chez Donax truncu?lus dans l'estuaire 

de 1'Arna près de Livourne. 

- La saison : BALKAS et al., 1982 chez Mugi2 auratus au Nord de la 

Méditerranée. BETZER et al., 1974 chez Busycon canaZiculaturn L. près 

de Rhode Island. 

Nous avons voulu préciser si, dans la zone de DunKerque, les 

flets présentaient des réactions semblables. Pour cela, nous avons effectué 

des prélèvements dans notre zone d'étude, le 7 novembre 1983 et le 17 avril 

1984, en prenant des individus de tzille et de sexe différents. Nous avcns 

ensuite effectué les dosages dans trois organes ; le rein, le foie et les 

branchies ; choisis pour leur sensibilité face aux éléments métalliques 

(BOUQUEGNEAU, 1975). 

4.2. Analxse ---- des résultats 

Nous avons regroupé les individus en groupe d'âge selon le 

classement établi par DESMARCHELIER, 1982, basé sur la lecture des otolithes 

des poissons. Les résultats des dosages (Annexe 3) sont regroupés en 

moyenne par classe. Pour comparer ces données, nous avons utilisé le 

test t de Student (cf. : Annexe 4) en prenant les moyennes deux à deux, 

le seuil de validité étant de 5 % . 
Nous n'avons retenu que les teneurs en cuivre, zinc et manganèse, 

les teneurs en plomb et en cadmium étant inférieures au seuil de sensi'oi- 

lité de l'appareil d'absorption atomique de flamme. 



4 . 2 . 1 .  I n f l u e n c e  d e  l a  t a i l l e  ...................... 
a )  B r a n c h i e s  

n  : e f f e c t i f  

- 
x : moyenne 

a : é c a r t  t y p e  

Les t e n e u r s  e n  Zn s o n t  l e s  p l u s  é l e v é e s  d e s  t r o i s  métaux t e s t é s .  

n  

5  

5  

4 

l e s  é c a r t s  t y p e  p a r f o i s  i m p o r t a n t s  t r a d u i s e n t  d e  g r a n d e s  v a r i a t i o n s  d a n s  

une  même c l a s s e  d ' â g e .  T o u t e f o i s ,  aucune  d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e ,  a u  s e u i l  

d e  5  %, n ' a  pu ê t r e  m i s e  e n  é v i d e n c e .  

Mn 
vg /g  PF 

3 , 6 2 8  

2 , 2 2 9  

6 ,302  

3 , 6 7 2  

b )  R e i n s  

4 , 1 7 2  

0 , 5 4 5  
s 

Zn 
vg /g  OF 

19,62  

6 ,552  

2 1 , 7 4  

5 ,004  

' 

- 
x 

O 
- 
x 

O 
- 

SEXE 

F  
E 
M 
E 
L 
L 
E 

Cu 
v g / &  PF 

0 , 9 9 2  

0 , 5 8 9  

1 ,139  

0 , 5 7 4  

AGE 

II 

III 

I V  

n  : e f f e c t i f  
- 
x : moyenne 

18,OO 

4 ,080  
l 
x 

i a  

M 
A 
L 
E 

/ 

a : é c a r t  t y p e  

1 ,831 

0 , 9 4 9  - 
2 , 2 4 3  1 2 0 ~ 5 7  4 , 6 2 8  

1 ,882  , 1 3 , 1 5  -- 2 , 8 1 4  
: 

0 , 9 6 5  j29,70 - 7 , 0 3 2  

0 , 8 1 7  / 1 5 , 6 0  4 ,027  

' 
- 
x 

a 
- 
x 

- O 
x 

a 
- 
x 

a 
- 
x 

a 
- 
x 

- 

1 1 

0 , 4 2 4  

0 , 4 3 8  

l4n 
vg /g  PF 

2 ,252  

1 ,O9 

1 ,517 

0 , 4 7 5  

1 ,114 

0 , 3 4 9  

1 , 3 8 3  

0 , 6 6 0  

0 , 9 3 2  

0 , 5 9 1  

. 1 ,0015  

Cu 
v g / g  PF 

n  

5  

5  

, 4  

4  

2  

SEXE 1 AGE ' 

II 

III 

0 , 9 1 7  - 

Zn 
vg /g  PF 

E 
M 
E 
L 
L 

26 ,71  

1 1  ,O0 

a 0 , 8 8 9  2 8 , 1 6  

II 

III 

1 

i _ 

3 , 1 6 4  

1 ,152 

1 ,836  - 
0 , 4 3 5  

1 

4  

2  

, 5 9 , 4 2  

14 ,48  

1 :  I V  

I t 

1 1  
1 

A 1 
L 1 II 

x 

O 
- 
x 

O 

E 
s 

1,231 ! 3 5 , 1 9 5  - 
0 , 5 8 2 b 0 6 5  

III 

1 ,722 

0 , 8 0 4  

3 , 4 1 5  

5 , 1 4 3  

1 ,144 

0 , 7 6 7  

0 ,767  

46 ,305  

13 ,752 

66 ,60  
-- - 

3 8 , 2 8  --- 
3 5 , 2 4  

9 ,967  

, 4 3 , 2 9  



Les teneurs en métaux sont plus importantes dans les reins que 

dans les branchies. Le zinc est toujours l'élément prédominant. 

Les variations à l'intérieur de chaque classe d'âge sont inpor- 

tantes. Deux écarts significatifs ont pu être mis en évidence entre les 

groupes II et III pour le zinc chez les femelles, et entre les classes 1 

et II pour le cuivre chez les mâles. Dans les deux cas, la teneur décroît 

entre 2 et 3 ans pour les femelles et entre 1 et 2 ans pour les mâles. 

c) Foie 

n : effectif 

- 
x : moyenne 

a : écart-type 

Les teneurs en zinc du foie et les variations internes sont 

également très importantes autant chez les mâles que chez les femelles. 

Les différences sont significatives au seuil de 5 % pour les trois métaux 

analysés chez les femelles (groupe II - groupe IV), de même pour le zinc 

entre les classes III et IV. La concentration en métaux lourds augmente 

avec l'âge dans les foies, par contre, aucune différence significative 

n'est relevée entre les groupes d'âge chez les mâles. 



d) Hoinogénéï té 

La disparité des concentrations observées dans les trois organes 

testés nous a conduit à vérifier si la concentration en métal différait 

significativement entre le foie, les reins, et les branchies et ce pour 

chaque élément métallique étudié. 

Pour cela, nous avons utilisé le test de PEARSON (cf. Annexe no 4) et nous 

l'avons appliqué pour les trois métaux aux poissons des deux sexes. 

2 x4 Table = 8,490 

2 
Seuls les x calculés pour le zinc sont significatifs au seuil 4 

de 5 %, pour les deux sexes. Les organes diffèrent donc pour ce métal en 

fonction de l'âge. 

e) Synthèse 

Les variations des teneurs moyennes en métaux sont importantes 

tant par organe (le foie présentant les concentrations les plus élevées) 

que par classe d'âge. 

11 ne semble pes y avoir de liaison entre la teneur en métaux et l'âge 

dans les branchies. Chez les femelles, cette corrélation paraît positive 

entre 3 et 4 ans pour les trois métaux alors qu'entre 2 et 3 ans, seule 

la concentration en zinc dans le foie et les reins varie significativement. 

Les teneurs en zinc diffèrent également suivant les organes et les classes 

d'âges. On observe la même répartition chez les mâles. Pour ces derniers 

on ne relève aucune différence significative entre les teneurs moyennes 

suivant l'âge, par organe, excepté pour le cuivre dans le rein entre 1 et 

2 ans. - 



4 . 2 . 2 .  Influence du sexe ................. 
a) Branchies 

n : effectif 

- 
x : moyenne 

ug/g PF 

7 , 0 3 2  

3 , 6 2 8  ( 

o : écart-type 

Les concentrations sont très proches. Nous n'avons pu mettre 

n 

O 

- 
x 

O - 
x 

AGE 

en évidence aucune différence significative entre les deux sexes, par 

II 

SEXE 

d 

métal. 

, 0 , 5 8 9  - 

Cu \ Zn 

Reins 

6 , 5 5 2  1 2 , 2 2 9  / 

vg/g PF 

0 , 9 6 5  

- 0 , 8 1 7  

0 , 9 9 2  

n : effectif 

ug/g PF 

2 5 , 7 0  

1 5 , 6 0  

1 9 , 6 2  

3 , 1 6 4  / 
1 , 1 5 2  1 

- 
x : moyenne 

2 6 , 7 1  
- 
x 

Les concentrations sont plus importantes que dans les branchies. 

On relève une différence significative dans le groupe des 2 ans entre 

0 , 4 2 4  

9 , , 1 , 1 3 9  , 2 1 , 7 4  . 6 , 3 0 2  

0 , 3 7 4  5 , 0 0 4  - 1 3 , 6 7 2  

mâles et femelles pour le zinc. 

0 , 4 3 8  II1 

i 

11,OO 



c) Foie 

n : effectif 

- 
x : moyenne 

a : écarc-type 

Le groupe II présente deux différences significatives.entre 

mâles et ferneiles pour le zinc et le manganèse. 

d )  Synthèse 

Il n'existe pas de liaison significative entre le sexe et la 

ccncentrati.cn métallique dans les branchies. Pour le rein et le foie, la 

teneur en zinc est toujours plus importante. Les femelles de deux ans pré- 

sentent pour le zinc des teneurs plus importantes qui diffèrent de manière 

significative par rapport aux mâles pour le foie et le rein. La teneur en 

cuivre ne diffère pas significativement entre mâles et femelles, quel que 

soit l'organe considéré. Le manganèse ne diffère que dans le foie des 

animaux de deux ans. 

4.2.3. Influence de la saison 
. . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . .  

Nous allons comparerles analyses des poissons provenant de la 

zûne littorale de Dunkerque prélevés lors du chalutage du 7 novembre 1983 à 

ceux provenant d'un autre chalutage qzi a eu lieu le ! 7  avril 1984. 



a) Branchies 

Seules des femelles du groupe IV figuraient dans ce prélèvement 

n : effectif 

x : moyenne 

- -- ' n Cu 1 Mn 

4,080 0,545 

1 1  
0,893 13,l 1 2,984 

; 0,803 6,295 0,598 

' DATE 1 AGE SEXE 

o : écart-type 

a .  

7/11 

17/04 

Les teneurs sont plus importantes en novembre, et ne diffèrent 

significativement que pour le manganèse. 

b) Reins 

I V  

IV 

n : effectif 

9 

0 
r 

- 
x : moyenne 

Li LLE @ 
o : écart-type 

Aucune différence significative n'a pu être mise en évidence. 

c) Foie 

n : effectif 

a : écart-type 



Les teneurs moyenne6 en zinc, en manganese diffèrent de façon 

significative (au seuil de 5 %) selon les saisons. 

d) Synthèse 

Les teneurs en métaux enregistrées, sont généralement supérieures 

en novembre. Mais seuls, le manganèse pour les branchies, et le zinc et 

manganèse pour le foie semblent liés aux saisons quant à leur accumulation 

dans les organes. 

4 .2 .4 .  Discussion 
. S . . . . . . . .  

On constate en effectuant des revues bibliographiques que les 

résultats concernant l'accumulation des métaux dans les différents organes 

varient énormément. 

Dans notre étude, nous avons montré que le foie était l'organe 

préférentiel d'accumulation du zinc, du cuivre et du manganèse. Ces résul- 

tats confirment ceux trouvés par KUREISHY en 1981,  sur plusieurs poissons 

mais sont en contradiction avec ceux dlAMIARD-TRIQUET, 1982 qui considère 

que le rein est le principal organe d'accumulation du zinc. 

Tableau 14 : Résumé des différences significatives obtenues 

Influence de la taille : 

Influence du sexe : 

Différence significative 

Zinc 
Foie 

Groupe II 
Grou~e II 

; 

Influence de la saison : (FEMELLES. GROUPE IV) 

Organe' 

Rein 

Foie 

( Organe 1 Métal 1 

Métal 

Zinc 
Cuivre 

Zinc - 

Cuivre 
{Manganèse 

SEXE 

Femelle 
Mâle 

Femelle 

Manganèse 

Différence significative: 
au seuil de 5 % 

Groupe II - Groupe III 
Groupe 1 - Groupe II - 
Groupe II - Groupe IV 
Groupe III - Groupe IV 
Groupe II - Groupe IV 
Groupe II - Groupe IV 



Les r é s u l t a t s  précédents  montrent que pour l e  z inc ,  l ' accumula t ion  

e s t  dépendante de l ' â g e ,  l e s  p l u s  jeunes femelles  (groupe I I )  o n t  une teneur  

p lus  importante  dans l e s  r e i n s  t a n d i s  que c ' e s t  l e  f o i e  qu i  p ré sen te  l e s  

teneurs  l e s  p lus  f o r t e s  chez l e s  femelles  agées.  BALKAS, en 1982 a v a i t  

montré une v a r i a t i o n  semblable d e  l a  concent ra t ion  avec l a  t a i l l e  chez 

Mugi % a u r a  t u s  . 

La concent ra t ion  en manganèse des  poissons femel les  augmente 

avec l a  t a i l l e .  Peu de données b ib l iographiques  concernent  l e  métabolisme 

de ce méta l  chez l e s  p0issons. Par  con t r e ,  des  études ont  é t é  e f f ec tuées  

par  BILECK e t  a l .  (1956) pour l ' ê t r e  humain ; e l l e s  on t  montré une augmen- 

t a t i o n  de  l a  teneurenmanganese jusqu 'à  40 ans ( i n  MEARS, 1977). D'autres  

travaux menés su r  l e  Tile-caméléon (LophoZatiZus chamae%eonticeps) par 

MEARS en 1977 ont  montré au c o n t r a i r e ,  une diminution de l a  teneur  en man- 

ganèse des femel les .  PENTREATH, en  1975 n ' a  pas s i g n a l é  de v a r i a t i o n  de l a  

teneur  en manganèse en fonc t ion  de  l a  t a i l l e  des c a r r e l e t s .  HAMANAKA, (1981) 

ne trouve aucune c o r r é l a t i o n  e n t r e  l e s  métaux, excepté  l e  cadmium, e t  

l a  t a i l l e  du requin  b l eu .  On remarque donc que l e s  données concernant ces 

v a r i a t i o n s  son t  t r è s  d ive r se s  s e l o n  l e s  au t eu r s  e t  le m a t é r i e l  biologique 

u t i l i s é .  

On d é t e c t e  également une v a r i a t i o n  l i é e  au sexe .  Les femelles  

on t  en moyenne, des teneurs  en métaux p l u s  importantes .  Chez c e l l e s  du 

groupe II, l e s  teneurs  en z inc  s o n t  s ign i f i ca t ivemen t  d i f f é r e n t e s  de 

c e l l e s  e n r e g i s t r é e s  pour l e s  mâles du même âge,  dans l e s  r e i n s  e t  l e  f o i e .  

Dans c e t  organe,  on observe un r é s u l t a t  ident ique  pour l a  teneur  en manga- 

nèse. Ces r é s u l t a t s  s o n t  expl iqués par l e s  d i f f é r e n c e s  de métabolisme e n t r e  

l e s  poissons mâles e t  femel les .  En e f f e t  FLETCHER en  1978, a  observé une 

b a i s s e  de l a  teneur  en zinc du f o i e  des  poissons f eme l l e s  l i é e  à une 

augmentation dans l e s  gonades, q u i  n ' e s t  pas re t rouvé  chez l e s  mâles.  Le 

prélèvement de nos poissons a  é t é  e f f e c t u é  l e  7 novembre 1983. Ce t t e  

pér iode correspond pu dévelopoement maximal des gonades de f l e t s  femelles  
2+ 

q u i  se  pour su i t  j u squ len  mars.Les femel les  n e c e s s i t e n t  donc p l u s  de Zn 

que l e s  mâles.  ( DESMARCHELIER, 1982 ) ,Les v a r i a t i o n s  de  l a  teneur  en 

z inc ,  observées pour l e s  f eme l l e s  du groupe I V  , en f o n c t i o n  des  saisons 

peuvent donc s ' e x p l i q u e r  par une demande accrue en c e  métal  l o r s  du 

développement des gonades. 



Plusieurs variations ont également été mises en évidence pour le 

nanganèse. On observe une différence significative entre la teneur en manga- 

nèse du foie des poissons femelies et des mâles. On note de même une 

augmentation de la concentration en ce métal, en novembre, dans les branchies 

et le foie des poissons femelles. 

+.3. Comparaison Hardelot - Dunkerque --- ......................... -- 
Un chalutage a été effectué dans la zone comprise entre ~ardelot 

et Equihen, considérée comme zone témoin (cf. chapitre II) le 12/4/84. Nous 

avons récolté des poissons paraissant sains et quelques poissons présentant 

des ulcérations. Nous les avons comparé à des poissons récoltés à Dunkerque 

à la même période (1113 et 17/04). Nous avons cherché si les différences 

entre poissons sains et "nécrosés" étaient significatives. Pour cela nous 

avons utilisé les comparaisons de moyennes par le test de Student, au 

seuil de 5 %. 

4.3.1. Analyse des résultats ..................... 
Seules les femelles du groupe IV ont été retenues pour l'analyse, 

étant donné le petit nombre ds poissons. péchés à Hardelot. 

a) Branchies 

n : effectif 

- 
x : moyenne 

a : écart-type 



L'analyse des  r é s u l t a t s  montre que l e s  d i f f é r e n c e s  e n t r e  l e s  

poissons s a i n s  de Dunkerque e t  d lHarde lo t  son t  s i g n i f i c a t i v e s  pour l e  

c u i v r e  e t  l e  manganèse. 

Les d i f f é r e n c e s  e n t r e  l e s  poissons sa ins  e t  l e s  po issons  nécrosés pour l e s  

deux s i t e s  son t  s i g n i f i c a t i v e s  pour l e  cu iv re .  

b)  Reins 

n : e f f e c t i f  

- 
x moyenne 

o : écart- type 

Aucune d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  n ' a  pu ê t r e  mise en évidence concer- 

nant  l e s  poissons s a i n s  e t  nécrosés  de Dunkerque e t  d fHarde lo t  pour c e t  organe.  

n : e f f e c t i f  
- 
:I : moyenne 

o : écar t - type  

c)  Foie  



Les d i f f é r e n c e s  e n t r e  l e s  poissons s a i n s  de Dunksrque e t  d lHarde lo t  

sont  s i g n i f i c a t i v e s  pour l e s  t r o i s  métaux. 

Par c o n t r e ,  aucune d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  e n t r e  l e s  poissons s a i n s  

e t  nécrosés  pour l e s  deux s i t e s  n ' a  pu ê t r e  mise en  évidence pour c e t  organe. 

4 .3 .2 .  Synthèse 
..a.. . .. 

Les teneurs  en métaux sont  s ign i f i ca t ivemen t  d i f f é r e n t e s  dans l e s  

branchies  pour l e  cuivre e t  l e  manganèse, a i n s i  que pour l e  z inc ,  dans l e  

f o i e ,  en t r e  l e s  poissons s a i n s  des deux zones é t u d i é e s .  

Sur n o t r e  é c h a n t i l l o n ,  l a  présence de  nécroses s u r  l e s  f l e t s  de 

Dunkerque ou d lHarde lo t  s e  t r a d u i t  par  une augmentation de l a  teneur en cu iv re  

des branchies  des  poissons nécrosés.  Toutefo is  aucune va l eu r  s i g n i f i c a t i v e  

n ' a  pu ê t r e  mise en évidence pour l e s  a u t r e s  métaux e t  l e s  a u t r e s  organes.  

Ces r é s u l t a t s  confirment ceux obtenus par  SMIGIELSKI en 1978 e t  par  COLAS 

en 1980 sur l e s  f o i e s  e t  l e s  muscles de morues. La d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  

e n t r e  l e s  poissons sa ins  d e  Dunkerque e t  d fHarde lo t  permet de cûnfirmer n o t r e  

choix de l a  zone témoin. 

4 . 4 .  Cgnci;-.gn 

On re t rouve  dans l e s  comparaisons Dunkerque - Hardelo t ,  des  r é s u l t a t s  

proches de ceux obtenus dans  chaque organe (paragraphe 2 ) .  Les teneurs  en 

manganèse des branchies  e t  c e l l e s  en z inc  du f o i e  appor ten t  des d i f f é r e n c e s  

s i g n i f i c a t i v e s  e n t r e  l e s  poissons des  deux zones é tud iées .  

La d i f f é r e n c e  obtenue quant aux dosages e n t r e  l e s  poissons s a i n s  

des  deux zones, confirme l 'hypothèse  d 'une zone témoin "saine" s i g n i f i c a t i -  

vement d i f f é r e n t e  de l a  zone de Dunkerque,ceci,pour l e s  t r o i s  métaux é t u d i é s  

dans l e  f o i e .  C ' e s t  c e t  organe qui o f f r e  l e  p l u s  de réponses s i g n i f i c a t i v e s  

pour l e s  t r o i s  métaux. Les concent ra t ions  é l e v é e s ,  que nous avons d é t e c t é e s ,  

l a i s s e n t  supposer un r ô l e  important quant à l a  r é a c t i o n  aux po l luan t s  m é t a l l i -  

ques . 
En cons idérant  l e s  r é s u l t a t s  obtenus, nous pouvons p r é c i s e r  que 

l e s  poissons présentan t  l e s  p lus  f o r t e s  concent ra t ions  méta l l iques  son t  des 

femel les  de 2 ans environ (Groupe d 'âge  II) en pér iode  h ive rna l e .  Ce sont  

des  animaux de c e t t e  c a t é g o r i e  que nous avons r e t e n u  pour l e s  expérimentat ions.  



V - INTOXICATIONS EXPERIMENTALES 
5.1. Conditions ex~érimentales ------------- ----------- 

Les poissons utilisés dans les expériences de contarninati~~2xpéri- 

mentales sont maintenus en vivier lors des chalutages puis transportés à la 

Station dans des containers munis d'un système d'oxygénation. Préalablement 

à toute contamination, les spécimens sont acclimatés à l'eau de mer de 

Wimereux et soumis au jeûne pendant une période de 15 jours. Afin de réduire 

les variations dues aux différents paramètres, tels que sexe, taille, saison 

et lieu de pêche, les poissons ont été prélevés lors des mêmes chalutages. 

Nous n'avons retenu que des flets de sexe femelle, appartenant au groupe 

d'âge II (leur taille varie entre 24 et 30 cm). 

Une fois acclimatés à la captivité et à leur nouveau milieu, les 

poissons sont intoxiqués dans des bacs en polyéthylène d'une contenance de 

30 1. 6 poissons sont déposés dans chacun de ces bacs, soit, 5 1 par animal. 

C'est un volume d'eau comparable qu'a utilisé NOEL-LAYBOT 

(1980) pour les anguilles. L'eau de mer est aérée et changée tous les 5 jours, 

afin de limiter la présence de matières organiques due aux excrétats des 

poissons et au mucus. En effet d'après VERTHE et al. (1981), la présence de 

particules en suspension baisse la vitesse d'incorporation du polluant mercure 

chez les Leptomysis. La solution de contaminant est introduite sous forme 

de chlorures et renouvelée tous les 5 jours ce qui permet de maintenir une 

teneur en polluant relativement constante. Un bac non contaminé contient des 

poissons témoins lors de chaque expérience. 

5.1.1. Choix du contaminant .................... 
Trois métaux ont été utilisés lors de ces expériences : 

- Le Zinc 
Ce métal a été choisi en raison de sa présence en grande quantité 

à la fois dans l'eau de mer (cf. chapitre II) et les poissons sur le littoral 

étudié. ' 

- Le Plomb 
Les fortes teneurs en plomb des moules du littoral ont montré que 

ce métal pouvait s'accumuler en quantité importante dans la maticrê vivants 

(L'HOPITAULT, 1982). Il nous a donc paru intéressant d'étudier la cinétique 

de ce métal chez le flet. 



- Le Cadmium 
Ce métal a été retenu en raison de sa toxicité, sachant que sa 

teneur dans l'eau de mer et sa présence dans les moules et coques sont en 

hausse en de nonbreux points du littoral (cf. paragraphe II). 

La forme chimique du composé influe sur la toxicité, les composés 

les plus solubles sont les plus toxiques (nitrates > chlorures > bromures > 

iodures > acétates > sulphates > carbonates > fluorures > oxydes) 

(VENUGOPAL et al., 1975). La contamination sera donc effectuée par des 

chlorures. 

5.1.2. Concentration du contaminant dans le milieu ........................................... 
Le choix de la concentration des polluants,a été effectué par 

référence aux doses trouvées dans la bibliographie. Les doses sont sublétales 

mais assez importantes pour provoquer des effets toxicologiques. 

Les doses relevées pour le plomb dans la bibliographie sont basées 

sur la dose létale 50 (concentration de polluant tuant 50 % des organismes 
2+ 

en un tem~s donné). Elles s'échelonnent entre 4 et 45,2 mg/l de Pb pour 

des poissons d'eau douce (PICKERING et al., 1966 in WONG et al., 1978). Peu 

de données concernent les poissons marins - JOHNSON, B.T. (1975) préconise 

l'introduction du polluant dans le milieu à des doses corrrspondant 

au dizième de la concentrztion létale (DL 50) de l'espèce la plus sensible 

(in DELARCHE, 1978). La concentration choisie est donc de 10 pprn de PbCl 
2+ 

2 
ce qui correspond à 7,44 pprn de Pb , 

Les concentrations relevées dans la bibliographie pour les expé- 

riences de contamination par le zinc sont en moyenne de 15 ppm. Ainsi FLOS 

en 1979 a utilisé une concentration de 15 pprn ZnS04 lors des études de 

contaminations par le zinc de Scyliorhinus canicuZa L. 

Les sulfates étant moins solubles que les chlorures et ne connais- 

sant pas la dose létale du zinc pour le flet, nous avons réduit la teneur du 
2+ 

polluant (ZnC1 ) à 10 pprn ( ce qui équivaut à 4,79 pprn Zn ) .  2 
Le seuil de mortalité observé par NOEL-LAYBOT en 1980 pour les 

angüilles, lors d'une contzninâtion 4u cadmiuiii est de 30 ppn. Cet auteur 

considère la dose de polluant de 13 pprn comme sublétale. BOUQUEGNEAU a montré 

en 1975 que la dose 5 ppm était létale pour ?4yoxocephulus seorpius. HICEAKI 

n'observe pas de mortalité pour le poisson, Carassius auratus lors d'une 

intoxication par 30 pprn de CdCl?. - 



Les seuils de sensibilité pour ce polluant sont donc très différents 

selon l'espèce étudiée. Nous avons choisi une dose de polluant , intermédiaire 
entre celles utilisées pour les deux poissons marins cités (Anguilla anguilla 

et Myoxocephalus seorpius) de 10 ppm de CdC12. Cette dose corres2ond à 6,11 

ppm de cd2+. Nous n'avons pas observé de mortalité lors des trois expériences 

(Pb, Zn et Cd) de contamination. 

5.1.3. Durée d'intoxication .................... 
Les durées d'intoxications ont été choisies afin de mettre en 

évidence un processus de bioaccumulation tout en prenant en considération 

les limites imposées par les contraintes d'élevage. 

Pour les poissons, les valeurs trouvées dans la bibliographie sont les 

suivantes : 
-. 

- pour le zinc : de 30 mn à 3 1 jours pour Carassius (KITO, 1982) 

de 2 à 25 jours pour ScyZiorhinus canicula L. (FLOS, 1978) 

- pour le cadmium : de 30 mn à 31 jours pour Carassius auratus (KITO, 1982) 

de 1 à 180 jours pour Anguilla anp~illa (NOEL-LAMBOT, 1980) 

- pour le plomb : 15 jours pour Oncorhynvhus kisutch (BEICHERT, 1979) 

Les durées d'intoxication choisies afin d'étudier la cinétique des différents 

métaux sont de : 

. 1, 4, 24 heures ; 2, 4, 8, 18, 20, 27, 43 jours pour le plomb 

. 1, 2, 10, 20, 28, 30, 40 jours pour le cadmium 

. 1, 5, 18, 48 heures ; 4, 9, 18, 27, 43 jours pour le zinc. 

Le nombre de poissons intoxiqués ou témoins pour chaque prélèvement 

était initialement prévu égal à 3. Les contraintes matérielles de sorties 

à la mer et d'échantillonnage (femelle, groupe II), nous ont amené à le 

réduire à 1 ou 2. Ceci entraîne des difficultés d'anâlyse statistique et des 

calculs d'écarts-type en faible nombre (cf. figures 12, 18, 22)> lors des 

analyses de cinétiques. - 



5.2. Dosage de l'eau de mer ---- ----------------- 
Des dosages de l'eau de mer des bacs d'intoxication ont été 

envisagés afin de vérifier la teneur en polluant solubls effectivement en 

contact avec le poisson. En effet, lorsque l'on ajoute le PbCl dans l'eau 2 
de mer, on observe la formation d'un nuage blanc dénotant une réaction 

chimique. Ce précipité doit être du carbonate de plomb dont ia solubilité 

est très faible. Les échantillons d'eau de mer ont été dosés par polaro- 

graphie. Les conditions matérielles ne nous ont pas permis de réaliser 

les dosages de la teneur en zinc et en cadmium, initialement prévus. 

5.2.1. Principe . . . . . . . . 
L'analyse polarographique classique, étudiée pour la première 

fois par HEYROVSKY en 1922 à Prague, est basée sur le tracé de courbes 

intensité - potentiel sur une électrode à goutte de mercure tombante, 

plongeant dans la solution à analyser ; les courbes obtenues se présentent 

sous la forrnê de "vagues'', dont le potentiel de demi-vaguer est caractéris- 

tique de la nature de l'espèce réduite (ou oxydée) électrochimiquement, 

et la hauteur (courant de diffusion) proportionnelle à sa concentration. 

Les solutions de mesure doivent présenter une certaine conductivité. 

L'eau de mer constitue un électrolyte de choix. Les nesur2s peuvent donc 
A etre effectuées sur les échantillons bruts sans traitement chimique ou sépa- 

ration préalable. 

Le principe de la polarographie à impulsions consiste à appliquer 

à une électrode un signal de tension de forme rectangulaire (impulsion). On 

obtient ainsi des pics dont la position est caractéristique d'une espèce 

en solution, et la hauteur proportionnelle à la concentration de cette 

espèce. La redissolution anodique est principalement utilisée pour la 

détermination quantitative des traces de cations dont le métal peut former 

un amalgame avec le mercure. La technique consiste à utiliser une élsctrode 

à goutte pendante de mercure. On effectue pendant un temps déterminé, et 

sous agitation une pré-électrolyse à un potentiel suffisamment négatif, 

pour qu'il y ait réduction des cations présents dans la solution. On laisse 

ensuit* reposer ia solution puis les métaux sont redissous par oxydation en 

utilisant la technique impulsionnelle. La méthode utilisée pour le dosage 

est celle des ajouts dosés (CHARLOC, 1983). 



5.2.2. Mode opératoire ............... 
L'eau de mer est prélevée dans les bacs d'intoxication (20 ml) 

à l'aide d'une pipette préalablement conservée dans de l'acide nitrique 

1 M et rincée à l'eau bidistillée. L'échantillon est alors additionné 

de 1 % d'HNO et conservé dans des sacs en polyéthylène, soudés, au con- 
3 

gélateur à - 20' C. 

- 1 ml de cette solution décongelée est prélevé pour l'analyse et placé 

dans la cellule avec 9 ml d'eau bidistillée. 

L'appareil utilisé est un polarographe EG et G Princeton Applied Research 

modèle 3 8 4 .  

Le dosage peut ensuite être effectué selon les conditions ci-dessous : 

HODEL 564 PULAROORAPHIC ANALYZER 

DPS 
I N I T I A L  E -0.888 V 
F I N A L  E - 0 . 1 5 0  V 
PIJRGE 240 SECOI.:C5' 
DROP T I R E  O.  5 ÇE1::nNCl.i; 
SCA.~J IIIC:RDIENT 5 n,,: 
COND 1 T 1 Ut4 0 SEYOt.JDS 
COEID I TI Uri O. 000 51 

D E P O S I T I O N  68 SECOrlDS 
EQUILIbH.'.TE ;O SECONCJS 
PULSE H E I F H T  8.858 V 
REFLICAT;UFIS 1 

S A W L E  - 
MJALY T E  
S U P P .  €LEC.  - . - .__-- 

S M L E  P R E P .  , - - .- 

FORCE L I N E n R  F IT :  NG 
19 11 12 13 14 ta t A  '7 :t a 

O'IERRI DE Y N Y Y N N i' N Fi  Y 1' 

PEAK P O T  S T D  P S T ~  2 3 T D  3 

Les teneurs en plomb sont obtenues dans les échantillons par 

référence à 3  ajouts de quantité connue de Plomb (figure 10). Une courbe 

d'étalonnage est effectuée pour chaque échantillon (figure 1 1 ) .  

5.2.3. Résultats de la teneur en plomb de l'eau de mer lors de la .......................................................... 
contamination ............. 

2 + 
La valeur initiale ajoutée de plomb Pb sous forme de chlorure 

PbC12 est de 7 , 4 4  ppm. 



Fig. 10 : Intensité du courant obtenu pour l'échantillon de Pb 

et les 3 ajouts par polarographie 

CL~RREIIT >: :BINA. 
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ETAk!DAt(-Co? DFS 
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FINAL E -9.150 V 
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1 -0.542'4 

2.849El  NA 
10.00 PPR 

3.0- 

1. 

~NITIAL E -0.80b V 
F I N A L E  -0.150 V 



Fig. 11 : Courbe d'étalonnage pour le plomb 
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- Après 5 minutes on ne retrouve dans le bac dépourvu de poissons que 
0,1 14 pprn f 0,010 de pb2+. La teneur en pb2+ du bac contenant les poisscns 

est de : 0,115 pprn 10,013 après 5 minutes ; elle devient 0,015 pprn f 

0,014 après 5 jours de contamination. La teneur du bac témoin est de : 

0,003 pprn ? 0,001. 

5.2.4. Evaluation de la quantité de plomb disponible pour les poissons ............................................................... 
O 

Les réactions de précipitation des composés du plomb ont abaissé 

la teneur en pb2+ de l'eau de mer des bacs de contamination de 7,326 ppm. 

La quantité de pb2+ effectivement contaminante pour les poissons est de 

0,115 pprn + 0,013. Au bout de 5 jours, elle est diminuée de 0,100 ppm. 
2+ 

Ceci constitue donc la teneur effective en Pb prise par les poissons. 

Toutefois, les éléments précipités comportant du pb2+ peuvent aussi agir 

sur l'intoxication du poisson par l'intermédiaire des branchies ou par 

ingestion. Unemise en suspension de ces composés ainsi que des traitements 

chimiques appropriés auraient pu permettre l'évaluation de la quantité 

totale effectivement contaminante. 

5.3. Résultats de la contamination par le zinc ......................................... 

5.3.1. Comparaison avec la teneur des poissons témoins ............................................... 
Les teneurs en cuivre et en zinc mesurées dans les différents 

organes lors de l'intoxication sont données en annexe 5. On remarque 

que les teneurs en zinc des branchies de poissons intoxiqués sont toujours 

supérieures à celles des poissons témoins. Par contre, pour les autres 

organes, ces teneurs sont toujours de même ordre que la moyenne des poissons 

témoins. Les teneurs en cuivre, se situent toujours dans la moyenne des 

poissons témoins, quel que soit l'organe considéré. (Tableau 15). Nous 

avons voulu vérifier par un test de comparaison de moyenne si ces diffé- 

rences étaient significatives au seuil de 5 T .  



Tableau 15 : Teneurs moyennes en cuivre et zinc des organes de flets témoins 

et intoxiqués par 10 ppm de ZnCl 2 

Foies 

D'après les résultats obtenus sur notre échantillon, aucune 

différence n'est significative entre les poissons témoins et intoxiqués 

pour tous les organes étudiés. 

Surnageants 

15,426 i 15,215 
n = 7  

Teneur 
en 

Cuivre 
(PPm) 
Teneur 
en 
Zinc 

5.3.2. Cinétique d'accumulation du zinc 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . a  

Branchies 

2,306 Ir 0,505 
n = 6  

3,379 i 4,289 
n = 3 

60,15 t 26,74 
n = 6  

43,36 t 27,99 

Culots 

2,396 t 1-,667 
n = 9  

Intoxiqués 

Témoins 

Intoxiqués 

Témoins 

La teneur du zinc dans le surnageant du foie, devient supérieure - 

à celles des poissons témoins après 4 jours d'intoxication et auginente 

Reins 

2,978 t 1,225 
n = 6  

4,677 t 2,690 
n = 4  

73,81 Ir34,31 
n = 6  

98,6 t 39,8 

dans le culot après 18 jours. Une augmentation de la teneur en cuivre 

n = 4  (PPm) 

11,92 r 4,957 
n = 3  

34,97 I 32,226 
n = 7  

15,93 t 5,695 

apparaît également après 27 jours d'intoxication dans le foie (surnageant 

et culot) (Fig. 12). Nous avons voulu vérifier si ces variations étaient 

. I n = 3 

2,015 t 0,826 
n = 7  

8,519 t 4,006 
n = 9  

5,751 t 1,7 

significatives par l'estimation de la droite de régression ou droite des 

n = 4  q n = 7  

moindres carrés. Le test r permet de préciser la signification de la 

corrélation observée. Il sera utilisé au seuil de 5 %. 

Deux organes présentent une corrélation significative pour notre échantillon, 

il s'agit du foie et du rein. L'augmentation de la teneur en zinc varie 

selon le temps d'intoxication. Les figures 13 (a, b, c) représentent les 

résultats obtenus. Les résultats sont basés sur une intoxication de 9 jours, 

pour le rein et de 43 jours pour le foie. 





Fig. 13 : Cinétique du zinc lors de l'intoxication par le zinc 
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Fig. 1 4  : Cinétique du cuivre lors de l'intoxication par le zinc 

Fig. 14 a : Culot de foie 
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b 

Fig. 14  b : Surnageant de foie 
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5.3.3. Cinétique du cuivre lors de l'intoxication par le zinc ...................................................... 
Le métabolisme du cuivre est très important chez les poissons 

(cf. chapitre 2). Il est donc intéressant de préciser sa cinétique dans 

le cas de l'intoxication par le zinc. Les résultats obtenus montrent une 

corrélation significative pour deux organes, positive pour le foie et 

négative pour les branchies. L'accumulation de cuivre dans le foie lors 

de l'intoxication par le zinc paraît être dépendante de la durée de con- 

tamination pour notre échantillon. Les figures 14 (a, b, c) représentent 

les résultats obtenus. 

5.3.4. Relations entre la teneur en cuivre et la teneur en zinc ........................................................ 
des différents organes ...................... 

Le métabolisme du cuivre est souvent lié au métabolisme du zinc, 

nous avons voulu vérifier s'il existait des corrélations significatives 

entre la teneur en cuivre et en zinc des différents organes. Seul le foie 

montre une variation significative au seuil de 5 % entre la teneur en 

cuivre et en zinc (Fig. 15 et 16). Une augmentation de la teneur en zinc 

se traduit donc également par une augmentation du cuivre dans le foie. 

5.3 .5 .  Relations entre les organes ........................... 
Les variations de la teneur en cuivre et en zinc ont été évaluées 

pour les différents organes, pris deux à deux. Il apparaît une relation 

significative entre la concentration en cuivre du surnageânt et celle du 

rein. (Fig. 17). D'autres données seraient nécessaires afin d'argumenter 

cette corrélation, le nombre d'échantillons étant très réduit pour le 

rein. Aucune relation entre les différents organes n'a été mise en évidence 

pour le zinc dans cette expérience. 

5.3.6. Oiscussion .......... 
La différence entre les données obtenues pour le cuivre et le 

zinc lors de cette expérience n'est pas significative pour les poissons 

témoins et les intoxiqués. La réaction des poissons apparaît donc sênbla- 

ble et ne semble pas due à la contamination. La dose de polluant introduite 

dans le milieu ne provoque donc pas de réactions particuliéres chez les 

poissons intoxiqués. Il faut néanmoins tenir compte du petit nombre d'indi- 
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Fig. 15 : Relation entre la teneur en zinc 

et la teneur en cuivre du surnageant de foie 

Fig. 16 : Relation entre la teneur en zinc 

et la teneur en cuivre du culot de foie 
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Fig. 17 : Relation entre la teneur en cuivre 

du surnageant de foie e t  du rein 
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vidus que nous avons dosé. On note toutefois une augmentation de la teneur 

en cuivre et en zinc dans le foie, ainsi que du zinc dans les reins..Ces 

résultats confirment ceux obtenus par BREMNER et al. en 1975. Ces auteurs 

ont en effet montré que le jeûne chez les mammifères entraînait une aug- 

mentation de la concentration en zinc dans le foie. Ce phénomène a été 

observé en 1979, par FLOS avec Scyliorhinus canicu%a L. 

Les conditions d'expérimentation (jeûne, captivité) semblent 

donc provoquer une réaction physiologique du poisson quant au métabolisme 

du zinc et du cuivre. 

Nous avons observé également une diminution de la teneur en cuivre 

des branchies. Néanmoins la concentration de cet organe n'apparaît pas corré- 

lée avec le foie ou les reins. L'étude d'autres organes, ou du sang auraient 

peut-être pu expliquer la disparition de cet élément. Nous avons mis en 

évidence une relation entre la teneur en cuivre et la teneur en zinc du foie. 

Ceci semble indiquer une liaison entre le métabolisme de ces deux éléments 

déjà citée par plusieurs auteurs (MASON et al., 1981 ; O. BRADY et al., 

1981). 

5.4. Pésultats de la contamination nar le plomb .................... --.--.------ L -.----- ---- 

5.4.1, Comparaison avec la teneur des poissons témoins. .........................................*...... 
Les teneurs en cuivre, plomb et zinc mesurées dans les différents 

organes lors de l'intoxication sont données en annexe 6. La figure 18 les 

représente sous forme d'histogrammes. On remarque d'après ces résultats qu'il 

ne semble pas exister d'accumulation privilégiée dans un organe. Les teneurs 

sont en effet très variables. Des comparaisons d.e la concentration des 

trois métaux pour les différents organes (Tableau 16) ont été effect~' ees 

entre les poissons témoins et intoxiqués. Nous avons utilisé le test t 

de Student en prenant les moyennes deux à deux, le seuil de validité étant 

de 5 %. 
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Tableau 16 : Teneurs moyennes des organes de flets témoins et intoxiqués 

Par 10 PPm de PbC12 (Cu,Zn,Pb) 

Des différences significatives apparaissent concernant la teneur 

en plomb des reins et du foie. Les branchies ne présentent pas de variation 

pour ce métal, par contre cet organe possède des teneurs en zinc, plus élevées 

chez les poissons intoxiqués, de même que le rein. Les différences de la teneur 

en zinc pour le foie ne sont pas significatives pour notre échantillon. Seul 

le rein présente une variation de la concentration en cuivre après intoxication. 

5.4.2 Cinétique d'accumulation du plomb 
..a.............................. 

1 Foies 

- Branchies - rein - foie 
Nous avons étudié la cinétique d'accumulation du plomb dans les 

différents organes lors de l'intoxication par 10 ppm de PbCl (Fig. 18). Nous 
2 

avons vérifié la signification de ces variations pour les trois organes 

. 
t 

étudiés. Le culot présente une augmentation significative de la teneur en 

plomb au seuil de 5 % (Fig. 19) . Les données bibliographiques concernant 
les intoxications par le plomb incriminent le sang c o k e  principal agent 

Branchies 

Teneur 
eri 

Cuivre 
(PP~) 
Teneur 

en 
Ziilc 
( P P ~  
Teneur 
en 

(PP~) 

de transport jusqu'aux os (cf. chapitre II). Nous avons voulu préciser les 

variations des teneurs en plomb lors de l'intoxication du poisson. 

Reins Culots 

3,08 I 1,341 
n = 10 

2,863I 1,625 
n = 8  

18,11 + 23,07 
n = 10 

18,75 + 19,59 
n = 8  

1,200I 0,713 
n = IO 

0,105t 0,072 
n = 8  

Intoxiques 

Témoins 

Intoxiqués 

Témoins 

Intoxiqués 

Témoins 

- - Sang - 

Surnageant s 

14,38 + 7,925 
n = 9  

12,94 t 6,183 
n = 8  

32,22 I 22,21 
n = 9  

32,57 I 18,206 
n = 8  

1,3361' 0,439 
n = 10 

0,071 I 0,034 
n = 8  

Le dosage du plomb s'effectue dans le sang total après prélèvement 

par ponction dans le ventricule à l'aide d'une pipette héparinée (TOURNAPIILLE, 

1975). Le traitement de l'échantillon est réalisé selon une technique communi- 

: 1,489 I 0,971t 
n = 6  

0,611 + 0,385 
n = 5  

24,53 I 19,31 
n = 5  

3,718 I 3,461 
n = 4  

1,874 I 1,786 
n = 6  

0,845 k0,655 
n = 5  

1,873 I 0,775 
n = 6  

0,682 I 0,231 
n = 4  

76,64 I 39,51 
n = 6  

30,65 I 9,366 
n = 4  

1,219 t 0,568 
n = 6  

0,298 I 0,107 
n = 4  



Fig. 19 : Cinétique du plomb lors de l'intoxication par le plomb 

Fig.19 ; Culot de foie 
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quée par le service d'analyse biologique du Centre Hospitalier Régional de 

Lille. 0,5 ml de sang sont prélevés et dilués jusqu'à 5 ml dans du triton 

X1oo' à une concentration de 5"/,,. L'analyse de l'échantillon est effectuée 

directement par spectrophotométrie d'absorption atomique au four à graphite. 

Les résultats obtenus sont réunis dans le tableau 17 

Tableau 17 : Teneur en plomb du sang total des flets intoxiqués 
dans lOppm de PbC12. 

< S = inférieur au seuil de détection de l'appareil. 

La figure 20 représente la cinétique d'accumulation du plomb 

dans le sang total des flets intoxiqués par 10 ppm de PbC12. Une corrélation 

très significative (p > 0,Ol) a été mise en évidence. La teneur en plomb des 

2 j  

12,9 
I l 0  

< S 

Durée de 
l'intoxication 

Poissons 
intoxiqués 
Plomb (ppb) 
Poissons 
témoins 

Plomb (DD~) 

poissons témoins est inférieure à la sensibilité de l'appareil jusqu'au 8ème 

4 h  

< S 
t 

l h  

< S 

< S 

jour. Les deux poissons témoins dosés le 8ème et le 20ème jour présentect une 

l j  

18,4 
I l 0  

< S 

faible teneur en plomb, équivalente à celle trouvée pour les poissons intoxi- 

2 0 j  

93,8  
t 5 

17 
t 5 , 3  

4 j  

24,5 
1 2  

< S 
t 

qués le ler et le 2ème jour. 11 apparaît donc que l'augmentation du plomb 

8 j  

48 
1 2  

16 
t 8,1 

dans le sang des poissons intoxiqués ne soic réalisée qu'à partir du 2ème jour 

d'intoxication. Quelques dosages ont été effectués sur les poissons provenant 

du milieu naturel. Les teneurs mesurées sont toujours inférieures à la sen- 

sibilité de l'appareil ( <  1 ppb). 



Fig. 21 : Relation entre la teneur en zinc des branchies et  du culot de foie 

lors de l'intoxication au plomb 
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5.4.3. Relations entre les organes selon leur teneur en cuivre, ....................................................... 
en zinc et en plomb ................... 

Nous avons, en premier lieu, recherché les relations pouvant 

exister dans chaque organe entre les différents métaux pris deux à deux. 

Aucun organe n'a présenté de corrélations significatives. Les variations des 

différents métaux entre deux organes ont ensuite été évaluées. Une corrélation 

négative, significative au seuil de 5 %, est apparue entre les branchies et le 

culot de foie pour le zinc (Fig. 21). Les autres variations entre organes pour 

le zinc, cuivre et plomb n'ont pas montré de corrélations significatives. 

5.4.4. Discussion .......... 
Les branchies pour notre expérience, présentent la plus forte teneur 

en promb, néanmoins la différence entre les poissons témoins et intoxiqués 

n'est pas significative. Les poissons utilisés lors de cette expérience et 

tués le 4ème et 8ème jour possèdaient déjà de fortes teneurs en plomb avant 

l'intoxication. Le foie et le rein présentent des variations significatives 

mais aucun organe ne peut être considéré comme site d'accumulation du plomb. 

Ces résultats sont en contradiction avec ceux cités par REICHERT, en 1979, qui 

a montré une concentration préférentielle du plomb dans le rein postérieur du 

saumon Coho. Do même, SCHULZ-BALDES en 1974, avait décelé une accumulation du 

plomb dans le rein et les branchies des moules. D'autres variations apparaissent 

entre les poissons témoins et intoxiqués. On observe une concentration plus 

forte du cuivre et du zinc dans le rein, néanmoins aucune relation entre les 

organes n'a pu être mise en évidence pour ces métaux. Le cuivre et le zinc 

des reins ne semblent donc pas provenir d'une redistribution tissulaire issue 

des branchies ou du foie. La concentration en zinc des branchies des poissons 

contaminés est plus élevée que celle des poissons témoins. Cette augmentation 

correspond certainement à une réaction du poisson face à l'intoxication ; on 

observe également une relation entre la teneur en zinc des branchies et du 

culot de foie. L'augmentation de la teneur en zinc dans le culot est liée à 

une baisse de celle des branchies. 

Les deux sites d'accurriulacion du plomb en fonction du temps d'intoxica- 

tion sont le culot de foie et le sang. Ceci confirne les données recensées dans 

la bibliographie. ~e foie sera é tùd ié  de façon plus approfondie quant à ses 

variations de teneurs en métaux dans le chapitre IV . 
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5.5. Résultats de la contamination par le cadmium ............................................ 
5.5.1. Comparaison avec les poissons témoins ..................................... 

Les résultats de la teneur en métaux des poissons lors de l'intoxi- 

cation au cadmium sont présentés en annexe 7. Une comparaison de la concen- 

tration entre les poissons témoins et intoxiqués est effectuée au moyen du 

test t de Student (Tableau 18). 

lablpau 18 : Teneurs moyennes des organes de flets témoins et intoxiqués 

par 10 ppm de CdC12 (Cu,Zn,Cd) 

Foies 

1 

Les concentrations en cadmium sont toujours supérieures chez 

les poissons intoxiqués quel que soit l'organe étudié. Ces variations sont 

significatives au seuil de 5 %. Seul le surnageant de foie ?résente nne 

différence significative de la teneur en cuivre des poissons intoxiqués. 

La quantité de cuivre pour les autres organes, ainsi que la quantité de 

zinc ne sont pas différentes significativenent dans notre échantillon. 

5.5.2. Cinétique d'accumulation du cadmium ................................... 
Il appara?t une augmentation importante de la teneur en cadmium 

au niveau du surnageant et du rein lors de l'intoxication (Fig. 22). La 

teneur du cadmium dans le culot et les branchies varie également mais de 

fason moins prononcée. Afin de vérifier ces variations, ncrs avoss effectzé 

un calcul de la droite de régression, caractérisée par le test.r, utilisé 

au seuil de validité de 5 % (Fig. 23 a, b, c). Tous les organes étudiés 

présentent une augmentation significative de la teneur en cadmium en fonction 

du temps d 'intoxication. 
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Fig. 2 3  : Cinétique du cadmium lors de l'intoxication par le cadmium 
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Fig. 24 : Cinétique du zinc dans le culot 
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Fig. 25 : Relation entre la teneur en cadmium et  la teneur en cuivre 

dans les reins 
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Fig. 26 : Relation entre la teneur en cadmium et la teneur en Zinc 
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5.5.3.  Cinétique d'accumulation du zinc et du cuivre lors de ..................................................... 
l'intoxication par le cadmium ............................. 

Le culot de foie présente une variation significative négative 

pour le zinc lors de l'intoxication par le cadmium. La teneur du zinc dans 

le culot baisse donc en fonction de la durée d'intoxication (Fig. 24). Les 

autres organes n'ont pas montré de variations significatives en zinc et 

cuivre au cours de l'intoxication par le Cadmium. 

5.5.4. Relations entre la teneur en cuivre, zinc et cadmium des ........................................................ 
différents organes .................. 

Les métaux sont étudiés deux par deux pour chaque organe. 

Des variations significatives de la teneur en cadmium avec le cuivre dans 

les reins et avec le zinc dans le culot de foie apparaissent après intoxi- 

cation par le cadmium. Ce métal semble donc induire une augmentation de la 

teneur en cuivre des reins (Fig. 25) et une diminution de la teneur en 

zinc du culot de foie (Fig. 26). 

5.5 .5 .  Relation entre les organes .......................... 
Il n'existe pas de relations entre les organes quant a l'accumula- 

tion ou à la diminution du cuivre et du zinc. Par contre, nous avons mis 

en évidence trois corrélations significatives pour le cadmium entre le sur- 

nageant de foie et les trois autres organes étudiés. L'augmentation de la 

teneur en cadmium des branchies est liée à une augmentation de la teneur du 

surnageant de foie (Fig.27 ) .  L'augmentation de la teneur en cadmium du sur-- 

nageant est aussi liée à une augmentation dans le culot et le rein (Fig.28 

et29 ) .  

5.5.6.  Discussion .......... 
Les poissons intoxiqués présentent toujours une différence signi- 

ficative avec les poissons témoins quant à la teneur en cadmium. Pour le 

cuivre et le zinc, une seule variation a été mise en évidence, concernant 

la teneür du surnageznt et ceci exîlusivement dans le cas du cuivre. L'aug- 

mentation du cadmium est proportionnelle au temps O'intoxication pour les 

trois organes étudiés. Ce résultat concorde avec les données blibliographiques 

et confirme la toxicité très importante du cadmium envers les organismes 

vivants. Certains résultats obtenus lors de cette contamination coïncident 



Fig. 27 : Relation entre la teneur en cadmium des branchies et du surnageant de foie 
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Fig. 28 : Relation entre la teneur en cadmium du surnageant et du culot de foie 
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avec ceux de NOEL-LAMBOT (1980) lors de ses travaux sur l'anguille. Le foie 

présente les plus fortes teneurs en cadmium, puis le rein et ensuite les 

branchies. Nous avons également montré que l'augmentation de la teneur en 

cuivre des reins est proportionnelle à la teneur en cadmium de ces organes. 

Nous observons également une baisse de la concentration en zinc du culot 

de foie en fonction du temps d'intoxication. Ce résultat est en contradiction 

avec ceux de WEBB en 1972 obtenus sur le rat et ceux de NOEL-LAMBOT sur 

l'anguille. Ces deux auteurs ont en effet montré qu'il existaitune augmenta- 

tion significative de la concentration en zinc du foie total lors d'une 

intoxication par le cadmium. Néanmoins les travaux de HILL et al., en 1963 

avaient signalé une déficience en zinc et en cuivre. Le cadmium perturbe- 

rait donc la répartition de ces métaux entre les organes (FOX, 1974). 

5.6. Conclusion ---------- 
Les trois intoxications expérimentales que nous avons réalisées 

montrent qu'il existe une accumulation privilégiée des polluants dans le 

foie et le rein, et que celle-ci dépend du temps de contamination. Des 

interférences entre le métabolisme du cuivre, du zinc et du cadmium ont 

- été mises en évidence. Nous avons également montré dans le paragraphe 4 

que le foie présentait les concentrations les plus élevées en mécaux dans 

le milieu naturel. Nous allons donc étudier cet organe plus particulièrement 

dans le chapitre IV, quant à ses variations sur les différentes Cractions 

protéïques,induites par les polluants, lors des intoxications. Une attention 

particulière sera portée au cuivre et au zinc,constituants naturels des mé- 

tallothionéïnes du foie. En effet les Zn et Cu - thionéïnes sont présentes 
dans le foie en concentrations variables et elles sont susceptibles de jouer 

un rôle dans le stockage, l'absorption et le transport de ces cations. 

(RICHARDS et al., 1976). La recherche de ces protéines sera effectuée sur les 

poissons intoxiqués expérimentalement ainsi que sur les poissons provenant 

du milieu naturei. 



CHAPITRE IV 

METALLOTHIONEINES 

ROLE - MISE EN EVIDENCE 



CHAPITRE IV 

METALLOTHIONEPNES : ROLE - MISE EN EVIDENCE 

Nous avons pu constater (voir chapitre III) que l'intoxication 

par des métaux lourds tels que le plomb ou le cadmium provoquait une accu- 

mulation de ces métaux dans les organes du flet. Il existe donc des systèmes 

d'adaptation et de régulation mis en oeuvre par les organismes vivants pour 

lutter contre ces agressions. Nous exposerons dans ce chapitre ces différen- 

tes possibilités en portant une attention particulière aux métallothionéïnes. 

Ces protéïnes de faible poids moléculaire ont été mises en évidence par 

MARGOSHES et VALLEE en 1957. Ces auteurs recherchaient une protéïne pouvant 

expliquer l'accumulation naturelle du cadmium dans le rein de cheval. Elles 

ont également été décelées lors d'intoxications par le cadmium et le mercure. 

Elles ont un rôle de détoxification. Nous exposerons les méthodes employées 

pour leur caractérisation, chez le flet, lors d'une intoxication expérimentale 

par le cadmium. Nousenvisagerons en dernier lieu, leur recherche dans le 

milieu naturel à Dunkerque et à Hardelot. 

1 - MECANISIlES DE DETOXIFICATION 
1.1. h ~ p e d s  

1.1.1. Invertébrés 
. . . . . . . . a . .  

Des concrétions minérales, appelées sphérocristaux ont été mises 

en évidence par MARTOJA en 1984 chez les invertébrés. Elles sont insolubles, 

à base de phosphates et de pyrophosphates et sont situées dans des vésicules 

attachées à la membrane plasmique. Elles seraient élaborées par le réticulum 

endoplasmique. SIMKISS, en 1982, a montré, chez la moule, à l'aide de radio- 

isotopes, que la plupart des polluants métalliques étaient incorporés dans 

ces formations. Une intoxication pour le manganèse provoque chez ce mollusque, 

la formation de concrétions rénales (MAURI, 1982). Ces formations jouent un 

rôle important dans l'accumulation, l'excrétion et la toxicité du cadmium 

chez Az~gopecten irradians placé en enceintesd'élevages expérlmentaüx polluZes 

(CARMICHAEL et al., 1981). 

Le stockage et la détoxification des métaux sont donc effectués 

par un mécanisme de compartimentage dans des vésicules liées à la membrane 

(COOMBS, 1977 ; GEORGE et al., 1979a). 



D'autres phénomènes de détoxification existent chez les inverté- 

brés : tels que, la fixation des métaux sur l'exosquelette cies crustacés 

qui permet une détoxification régulière lors de chaque mue (POIRIER et al., 

1981) ; ou le stockage temporaire du cadmium par immobilisation dans les 

phagolysosomes (JANSSEN et al., 1979). Des mécanismes d'adaptation cellulair( 

sont aussi mis en jeu dans la lutte contre les métaux toxiques. Un certain 

nombre de métaux tels que le plomb, le bismuth, le mercure, l'aluminium et 

le cuivre sont accumulés dans le noyau. Ces métaux sont liés à des protéïnes 

qui ne sont pas des histones (CHERIAN et al., 1983). Cette accumulation est 

considérée comme un mécanisme de réaction cellulaire. 

La complexation des métaux par des ligands organiques, les mé- 

tallothion5ïnes, les rend chimiquement et biologiquement moins réactifs. 

L'encapsulation des métaux produit un isolement et une élimination en tant 
,-. 

que particules discrètes sous forme de granules ou de concrétions dans les 

tissus des mollusques. La formation de ces concrétions n'est pas connue. 

Il a été suggéré que les concentrations sont synthétisées, en totalité ou 

en partie, dans le système lysosomal des cellules épithéliales du rein. 

Néanmoins, ce modèle n'explique pas le transport des métaux lourds de cet 

organe jusqu'à une incorporation dans les granules. (KUSTIN et al, 1983). 

GEORGE, en 1983 a montré, lors d'une intoxication par le cadmium de MzjtiZus 

eduZis que 30 % de ce métal était situé dans les lysosomes. Les 70 % restants 

sont concentrés sur des protéines appelées métallothionéïnes. Ce mécanisme 

a été découvert chez de nombreux invertébrés. 

1.1.2. Vertébrés . . .. . e . .  . 
Un processus de détoxification a été mis en évidence par MARTOJA 

et al., en 1977, chez les mammifères marins. Le sélénium apparaît comme un 

inhibiteur de la toxicité du mercure. Des granules de séléniure mercurique soi 

forme de tiemanite ont été découverts dans le foie, le rein et la peau des 

odontocètes. 

Les poissons semblent posséder plusieurs types de protection face 

aux pollutions métalliques. 

Une augmentation de-la production du mucus après une intoxication 

par le HgC12, limite 1 'absorption de xg2+ chez Serranus cabritta (RADOUX et 
al. , 1979). La complexation des sels métalliques avec les muco-polysaccharide 



du mucus a été mise en évidence par LABAT en 1977. La présence de corpuscules 

intestinaux, très chargés en métaux, a été décelée par NOEL-LAMBOT en 1980 

chez l'anguille. Bien qu'étant de très petite taille, ces corpuscules semblent 

limiter l'entrée de métaux lourds dans la barrière intestinale et protègent 

ainsi le poisson contre les polluants. 

L'excrétion constitue également unprocessus de détoxification. 

Il peut y avoir perte de métal à travers le corps ou les branchies. Chez 

Salmo gairdneri, le zinc est excrété à travers le tube digestif ou par les 

urines (LABAT, 1977). Toutefois, les avis des auteurs divergent, pour certains, 

l'excrétion par les urines est limitée chez les poissons (AUBERT, 1975). 

Une certaine tolérance vis à vis des métaux à des doses létales 

se manifeste après un pré-traitement avec des concentrations sublétales 

(LYODD, 1960 in KATZ, 1975 ; SPRaGUE, 1969). Les nétallothionéïnes constituent 

un autre mécanisme de détoxification que de nombreux auteurs ont mis en 

évidence dans le cas d'intoxications chroniques par le cadmium et par le 

mercure (NOEL-LAMBOT, 1980 ; BOUQUEGNEAU, 1975). Une exposition au cadmium 

provoque de mauvais fonctionnements du rein chez les ouvriers (FRIBERG, 1974). 

Ces personnes soumises à un environnèment pollué excrètent beaucoup de 

métallothionéïnes dans leurs urines par rapport aux personnes non intoxiquées. 

Cette élaboration de métallothionéïnes est telle que TOEYAMA (1982), préconise 

l'utilisation de leur dosage dans les urines, dans les tests de routine pour 

l'étude des fonctionnements rénaux défectueux. La présence de nétallothionéïnes 

apparaît donc comme un indicateur de pollution. 

Ces protéïnes se distinguent des autres par un ensemble de carac- 

tères inhabituels, qui ont été caractérisés par ~ G I  et VALLEE en 1960. Il 

s'agit essentiellement de leur teneur en métaux lourds, de la composition 

en acides aminés et de leur spectre d'absorption dans l'ultra-violet. 

1.2.1. Poids moléculaire ................. 
Les déterminations du poids moléculaire de ces protéïnes sur des 

colonnes calibrées conduisent à des résultats assez homogènes. Le poids 

moléculaire varie de 9 000 à 12 000 d, quels que soient l'espèce et l'or- 

gane à partir duquel elle est isolée. (PULIDO et al., 1966 ; NORDBERG et al., 

1972) ; OLAFSON et al., 1974 ; BREMPJER et al., 1975). Cependant, des chroma- 



tographies réalisées sur des protéïnes dénaturées lui attribuent un poids 

moléculaire de 6 000. ( ~ G I  et al., 1974 ; SUHLER et al., 1974). Le calcul 

du poids moléculaire à partir de la co.nposition en acides aminés donne 

une valeur comprise entre 6 000 et 7 000 (NORDBERG et al., 1972 ; RICHARDS 

et al., 1977). 

1.2.2. Composition en acides aminés ............................ 
La composition en acides aminés montre une forte proportion de 

cyscéïne (de l'ordre de 30 %) ce qui leur confère un contenu en soufre 

voisin de 8 %, dépassant la protéïne riche en soufre de la laine (7,5 %) 

( ~ G I  et al., 1979). On remarque également l'absence de résidus aromatiques 

('tyrosine, phénylalanine et tryptophane). L'absorption sera donc minimale 

à 280 nm tandis que la liaison métal-rnercaptan est responsable d'un épaule- 

ment du pic de densité optique pour le cadmium à 250 nm. Cette absorption 

diminue quand le cadmium est remplacé par le zinc, le mercure ou le cuivre 

dans 1amZtallothionéïne. Elles sont également stables à la chaleur et ne 

sont pas détruites par chauffage à + 80°c pendant 10 minutes (CHERIAV et al 

1978). 

1.2.3. Métallothionéïnes chez les mammifères ..................................... 
Des protéïnes semblables à la métallothionéïne du rein de cheval 

ont été identifiées dans le foie et le rein de nombreux mammifères dont 

l'homme (BUHLER et al., 1974 ; FALCK, 1983 ; NOMIYAMA, 1975), chez le 

lapin (NORDBERG et al., 1974 ; PISCATOR, 1964 in BOUQUEGNEAU, 1980) chez 

la chèvre (MJ~R-GRIMSRUD, 1979)' chez le veau (BRIGGS et al. , 1982) et chez 
le cochon (BREMNER et al., 1976a). 

La recherche de ces protéïnes est surtout réalisée pour des animaux 

intoxiqués artificiellement par du cadmium, du zinc et du cuivre et essen- 

tiellement sur des animaux de laboratoire tels que le rat ou le lapin 

(BREMNER et al., 1976b). 

1.2.4. Caractéristiques métalliques .......................... 
En absence de toute intoxication, les métallothionéïnes du 

rein contiennent généralement des quantités Ggales de zinc et de cadmium 

avec peu de cuivre, tandis que dans ie foie elles fixent principalement du 

zinc et une quantité plus importante de cuivre. 



Lorsque les animaux sont intoxiqués par les métaux tels que Cd, Hg, 

Zn, Cu, Ag, les métallothionéïnes comportent une part importante de ces 

ions métalliq~es (KOJIMA et al., 1978). On peut alors les déceler dans 

presque tous les tissus capables d'accumuler les métaux : le foie et les 

reins (PISCATOR, 1964 in SOUQUEGNEAU, 1978), (FELDMAN et al., 1978), le 

pancréas, la rate (SHAIKH, 1971) ; les testicules (O. BRADY et al., 1981) ; 

l'intestin (FLANAGAN et al., 1983) ; les globules rouges (MEHRA et al., 1984). 

Mais jusqu'à présent leur recherche dans les muscles squelettiques est 
* 

restée vaine. 

Les métaux qui peuvent induire la synthèse des métallothionéïnes 

appartiennent aux groupes 1 B et II B de la classification de Meendeliev 

(MARTOJA, 1984). Le cadmium possède l'action la plus püissante suivi par le 

mercure organique, le zinc, le cuivre (BREMNER et al., 1976b), l'argent, 

le bismuth, le cobalt et peut-être le fer. D'autres ions métalliques indui- 

sent la synthèse mais ne se fixent pas sur les métallothionéïnes, il s'agit 
3+ 6+ 2+ 

de Cr , Cr , Mn , 1n3+, ~i~', pb2+, sn4+ (YOSHIKAWA et al., 1982). L'étude 

cinetique de l'apparition des métallothioné~nes a montré qu'il existait un 

délai de deux à.cinq heures entre l'injection de métal et l'apparition de la 

protéïne et que la synthèse était maximale 10 heures après l'intoxication 

(CHEN et al., 1975 in BOUQUEGNEAU, 1980). 

1.2.5. Polymorphisme ............. 
Par des techniques de séparation basées sur les différences de 

charges électriques des molécules, on a pu établir qu'au sein d'un même 

organe, il pouvait exister deux ou trois formes de métallothionéïnes 

(SUZUKI et al., 1983b ; NOEL-LAMBOT, 1980 ; NORDBERG et al., 1978). Ces 

composés possèdent le même poids moléculaire et diffèrent très peu par la 

composition en acides aminés (RICFARDS et al,, 1977) mais peuvent varier 

par la nature des métaux liés (PULIDO et al. 1966). Le tableau 19 résume 

les caractéristiques des métallothionéïnes. 

1.2.6. Rôle des niétallothionéïnes .......................... 
Le rôle des métall.othionéïnes est double. Ces protéïnes ne possè- 

dent pas d'activité enzymatique connue et ne semblent pas participer à 

des processus d'oxydo-réduction (KOJIMA et al., 1978). Elles constitueraient 



TABLEAU 19 :.PROPRIETES DES NETALLOTHIONE~NES 

(CHERIAN, 1978) 

(1) Synthèse des thionéïnes induite par de nombreux métaux. 

(2) Petit poids moléculaire (6 000 - 10 000) 

(3) Forte proportion de cystéine (30 2) et affinité des thionéInes 

pour les métaux. 

(4) Absence de ponts disulfures et d'acides aminés aromatiques. 

(5) Absorption maximale à 250 nm pour la cadmium-thionéyne. 

(6) Stabilité à la chaleur. 

(7) Localisation cytoplasmique 

(8) Présence en tant que protéïne intracellulaire et absence dans les 

fluidss biologiques (Plasma, bile...). 



ainsi un réservoir de Zn et de Cu. En dehors de toute intoxication, elles 

pourraient fournir les métaux nécessaires à la synthèse des enzymes métalli- 

ques (RICHARDS et al., 1976 ; O'BRADY et al., 1979) et assurer ainsi l'homéos- 

tasie de la teneur en métaux des cellules. Néanmqins CHZN et al., en 1977 

suggèrent que la métallothionéïne serait mise en jeu dans l'accumulation 

du zinc excessif plutôt que dans le stockage pour une utilisation ultérieure. 

 apparition de ces composés en réponse aux intoxications par les métaux 

lourds a conduit les auteurs à lui attribuer un rôle de détoxification 

(CHERIAN et al., 1978 ; NORDBERG et al., 1972 ; O. BRADY et al., 1979 ; 

VALLEE,~~~~). Un prétraitement des animaux d'expérimentation par de petites 

doses de cadmium et de métallothionéïnes provoque une réduction des effets 

nocifs d'une grande quantité de cadmium (YOSHIK4TJA, 1970 in KITO, 1982). Un 

prétraitement par un métal induit donc une "réponse biologique" et ceci 

modifie probablement la létalité du métal utilisé dans l'intoxication ulté- 

rieure. La synthèse de métallothionéïne est considérée comme une réponse 

biologique : si un métal administré est capable d'induire la synthèse de 

métallothionéïnes, le deuxième métal capable de se fixer sur ces protéïnes 

verra sa toxicité réduite. 

Néanmoins, le mécanisme de tolérance par un prétraicement ne 

peut être expliqué exclusivement par la formation de métallothionéïnes, 

en effet, il existe certains métaux qui ne se lient pas ou n'induisent pas 

la synthèse de ces protéïnes mais qui peuvent influer Ggalement sur la 

toxicité d'un métal utilisé dans une contamination ultérieure (CHERIAN et 

al., 1983). 

1.2.7. Critères de détermination des métallothionéïnes ................................................ 
Les critères d'identification des métallothionéïnes ont été 

résumés par VALLEE en 1979 : 

- Contenu en métal très élevé (Cd, Zn, Cu). 
- Potentiel de cystéïne : 30 % de la composition totale en acides aminés. 

- La quantité d'ions métalliques liée aux groupements S-H est de 113. 
2+ - Généralement, il existe 7 atom. g de Me pour 20 à 21 groupements - 

SH des métallothionéïnes. 

- Les acides aminés aromatiques, l'histidine et les ponts disulfures 
sont normalement absents. La protéïne de mammifère contient une seule . 

méthionine. 

- La métallothionéïne ne présente pas d'absorption à 280 nm. 

- La cadmium-thionéyne absorbe à 250 nm. 

- Le poids moléculaire de ces protéïnes est situé entre 6000-7000. 



- La chromatographie d'exclusion sur gel et le volume d'élution correspon- 
dant à un poids moléculaire voisin de celui de métallotnionéïnes, sont 

insuffisants pour identi2ier cette protéïne. D'autres caractéristiques 

sont nécessaires ; l'absorption U.V. et surtout la composition en acides 

aminés. 

D'autres protéines de poids moléculaire semblable ont été isolées. 

Il peut donc y avoir confusion avec les métallothionéïnes dont elles diffèrent 

par leur composition en acides aminés et leurs propriétés électrophorétiques. 

Ces contenant du cuivre ont été appelées "C~ivre-chélatine" (WINGE 

et al., 1975 in K~GI et al., 1979). 

D'autres protéines, telles que celle "liant'' le zinc qui a été 

isolée du lait de rat et de l'homme, ou la "renalchromochelatin" isolée 

à partir d'une administration de sels de bismuth dans le rein du rat, possè- 

dent des poids moléculaires voisins des méthallothionéïnes mais diffèrent 

par leur composition en acides minés. 

1.2.8. Présence des métallothionéïnes dans les organismes vivants .......................................................... 
La littérature concernant les métallothionéïnes était jusqu'en 

1978, essentieliement basée sur des mammifères. Elle se bornait à mettre 

en évidence les protéines complexant le cadmium ou le mercure lors d'intoxi- 

cations expérimentales. La - recherche - s'est considérablement développée en 

ce domaine, ces cinq dernières années. 

La structure des métall~thionéïne~est actuellement connue chez de 

nombreux vertébrés et invertébrés : 

Poissons : -------- Plez~ronectes platessa (le carrelet) : OVERNELL et al. , 1977 
Anguilla anguiZ%a (l'anguille) : BOUQUEGNEAU , 1975 ; 

NOEL-LAMBOT, 1980 

SaZrno gairdneri (la truite) : LEY et al., 1983 

Crustacés : Scylla serrata LERCH et al. , 198 1 
Carcinus maenas JENNINGS et al., 1979 

Cclncer paguius OVERNELL , 1 98 2a 

Mollusques ------ --- : Pakel%a vulgata NOEL-LWBOT , 1 980 

Mzjtilus edu l i s  NOEL-LMiBOT, 1980 ; CAXPENE et al. , 1933. 

D'autres travaux cnt été effectués sur la recherche de ces 

protéïnes, sans caractérisation de la composition en acides aminés. Les 



auteurs les considèrent donc corne des,protéïnes "liant" le cadmium, ou 

d'autres métaux ou les appellent des métallothionéïnes "like" protéïnes. 

Elles ont été mises en évidence dans de nombreux taxons : les amphibiens 

(SUZUKI et al., 1983a) ; les polyplacophores ; (OLAFSON et al., 1979a), les 

lamellibranches (NOLAN et al., 1983 ; ROESIJADI et al., 1982 ; GEORGE 

et al., 1979b), les poissons (ROCH et al., 1982 ; YAMAMURA et al., 1983 ; 

BEATTIE et al., 1979), les crustacés (OLAFSON et al., 1979 ; LYON et al., 

1983 ; P J Y  et al., 1981).et même sur des champignons (BELTRAMINI et al., 

1983) . 
On pourrait étendre cette revue bibliographique concernant les 

intoxications expérimentales qui ont été réalisées sur de nombreux orga- 

nismes vivants. La caractérisation des protéïnes liant les métaux n'est 

effectuée cependant que dans un très petit nombre de travaux. Nous pouvons 

néanmoins remarquer que les métallothioné~nes sont présentes dans de 

nombreux taxons et que les organismes vivants sont tous capables d'accumuler 

les polluants dans des systèmes protéiques, qu'il s'agisse de métallothionéï- 

nes ou de métallothionéïnes "like" protéines. 

1.3. Méthodes d'études Eour la caractérisation des métallothionéïnes ------------------ ............................................ 
Les méthodes utilisées pour la purification des mé~allothionéïnes 

varient. Elles sont toutes basées sur une extraction par homogénéisation 

et centrifugation, suivie, ensuite par une chromatographie de gel filtration. 

11 faut distinguer deux types de travaux. Le premier travail consiste en 

une caractérisation banale par profil chromatographique des protéïnes com- 

plexant les métaux et ne nécessite pas de méthode particulière. Le deuxième 

est basé sur l'obtention d'un extrait très pur, nécessaire pour la caracté- 

risation fine : il nécessite des méthodes de purifications successives. 

1.3.1. Extraction .,........ 
Les métallothionéïnes sont des protSïnes cytoplasmiques. Les 

méthodes d'extraction sont basées sur une homogénéisation de l'organe 

que l'on veut étudier, généralement dans 3 volumes (V/W)  de solution saline 

isotonique (OLAFSON et al. , 1970) ou dans du s~ccharose (SOEL-LI133OT, 1980) . 
L'extrait est ensuite centrifugé, pendant 1 heure à 100 000 g (NOEL-LAMBOT, 

1980) ou lorsqu'il s'agit d'échantillons riches en composés lipidiques 

corne le foie, centrifugé une première fois à 20 000 g pendant 15' à + 4'~ 



(la couche lipidique est alors âspirée) et le surnageant est à nouveau 

soumis à une centrifugation à 80 000 g pendant 1 heure (ROESIJADI et al., 

1981). 

Quelques techniques de purification supplémentaires ont été utilisées afin 

de réduire la part des protéïnes de poids moléculaire élevé. 

1.3.2. Fractionnement .............. 
Le premier type de fractionnement utilisé est basé sur la résis- 

tance à la chaleur des métallothionéïnes. Les homogénats sont dénaturés 

à 90' C pendant 10 minutes et ensuite centrifugés à 12 000 g pendant 10 minute 

OLAFSON et al., en 1979 ont montré que la dénaturation par la chaleur, élimi- 

nait la plupart des activités protéolytiques, autre que les métallothionéines. 

Cette technique présente l'inconvénient d'exclure ensuite les procédures 

d'isolation par chromatographie d'échange d'ions et l'électrophorèse, qui 

doivent être réalisées sur du matériel non dénaturé. 

NOEL-LAMBOT en 1980 a utilisé une méthode dérivée de celle de 

CHERIAN en 1974. L'extraction habituelle de la phase soluble du foie, par 

homogénéisation et double centrifugation, est suivie d'une itape de chauf- 

fage puis d'un fractionnement au sulfate ammonique. Ce procédé a cependant 

été abandonné p2r la suite car il altère les métallothionéïnes. En effet, 

cet auteur a observé un dédoublement du pic protéïque fixant le cadmium, 

ce qui ne se produit pas pour des extraits non purifiés. 

La purification des métallothionéïnes peut être obtenue également 

par des précipitations et des centrifugations successives de la fraction 

soluble du foie. 

- précipitation par 95 % dfEthanol à - 20' C de la fraction des métallo 

protéïnes. Le précipité blanc est récupéré par centrifugation à 3 000 g pen- 

dant 20 mn et extrait par 200 ml d'H O durant 10 mn. Une nouvelle centrifu- 2 
gation est ensuite réalisée pendant 2 heures à 20 000 g. Le dernier surnageant 

contient les métallothionéïnes (BUHLER et al., 1974). 
- précipitations par 45 et 80 % d'acétone (NOEL-LAEBOT, 1980) selon 

une technique dérivée de la précédente. 

- précipitations par du RIVANOL 5 Z, puis du RBr et enfin un mélange 

d'Ethano1-Chloroforme (1 ,O5 : 0,008 ; V / V )  (NORDBERG et al., 1972). 



1.3.3. Chromatographies ................ 
La séparation des protéïnes de la fraction soluble des différents 

organes est réalisée en premier lieu par une chromatographie de gel filtration. 

Deux types de gels sont utilisés par les différents auteurs : 1'ACA 54 

(I.B.F. Pharmindustrie) (NOEL-LAMBOT, 1980) et le SEPHADEX G 75 (Pharmacia) 

(SIEWICKI et al., 1983 ; CHERIAN et al., 1977 ; BOUQUEGNEAU et al., 1975). 

Les fractions correspondant au volume d'élution des protéïnes de poids mo- 

léculaire voisin des métallothionéïnes sont ensuite récupérées et concentrées 

par lyophilisation ou sur des membranes de type AMICON UM.2 (FRANKENNE et al., 

1980). Elles sont ensuite chromatographiées sur des résines échangeuses 

d'ions, principalement la DEAE-Cellulose (ROESIJADI et al. en 1981 préconi- 

sent l'utilisation d'une colonne Whatman C.M 52 car ils ont remarqué l'ad- 

sorption des Hg-thionéïnes sur les colonnes de DEAE cellulose). 

Ces techniques permettent de séparer les protéïnes de poids moléculaire voisin, 

selon leur charge électrique (SUZUKI et al., 1979 ; LEY et al., 1983 ) .  

SUZUKI et al., en 1983(b) ont étudié trois méthodes de séparation sur colonnes 

en H.P.L.C. : la gel filtration, l'échange d'ions, et la phase inverse. La 

technique dlH.P.L.C. permet une résolucion supérieure et l'utilisation de 

quantités réduites de matériel. La phàse inverse présente la meilleure réso- 

lution car les colonnes en principe ne possèdent pas de ligands pour les 

métaux. Cet auteur a montré également que la séparation était supérieure 

par utilisation de colonnes en Cl plutôt qu'en C5 ou C8. Les résultats obte- 

nus pour le foie de poisson présentent trois isoprotéïnes, alors que dans 

le cas de gel.filtration ou de chromatographie d'échange d'ions on ne détec- 

tait que deux composés. 

1.3.4. Caractérisation des métallothionéïnes ..................................... 
- La caractérisation des métallothionéïnes est effectuée en premier 

lieu par leur absorption en spectrophotométrie U.V. Elles présentent en 

effet une absorption réduite à 280 nm et dans le cas de la cadmium-thionéïne, 

un pic à 254 nm. La purification de ces protéïnes est vérifiée à l'aide 

d'électrophorèses en gel de polyacrylamide non dénaturant (RIBAS, 1983 ; 

FRANKEhTIT et al., 1983 ; BVELER et al, 1974). Leur poids moléculaire est 

estimé par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en milieu dénaturant, 

c'est-à-dire en présence de sodium dodécyl sulfate-(SDS) (LEY et al., 1983 ; 

Mc CAXTER et al. , 1982) . 



- Les teneurs en métaux des protéïnes sont mesurées par 
spectrophotoniétrie d'absorption atomique de flr-nne. 

Un des obstacles majeurs dans la recherche concernant les métallo- 

thionéïnes est la quantité de méthodes utilisées pour la purification qui 

induit des pertes importantes de matériel. En 1979(b), OLAFSON et SIM ont 

mis au point une technique électrochimique permettant leur caractérisation 

(avec une électrode PAR 303) et la quantification (avec une électrcde clas- 

sique au mercure) par polarographie. Ces travaux ont été effectués sur 

ScyZZa serrata. D'autres trevaux concernant la palourde Tresus capax et 

l'huître Crassostrea gigas ont été réalisés par COSSON et al., en 1983, 

Cette méthode permet une détermination qualitative et quantitative des 

métallothionéïnes présentes dans un échantillon. Cette méthode a été uti- 

lisée par Olivier HACHE en 1984 dans le cadre d'un stage de fin d'études de 

1'Ecole Nationale de Chimie Supérieure de Lille, effectué au laboratoire 

de chimie marine de la Station Marine de Wimereux. Les quelques résultats, 

réduits à cause de problèmes techniques, ont montré que le protocole utili- 

sé jusqu'à présent pour des protéïnes courantes était adéquat à l'étude 

de nos échantillons. 

- La composition en acides aminés constitue le stado ultime de 
la caractérisation de ces protéïnes. Elle est réalisée par oxydation à 

l'acide performique de l'échantillon. La cystéïne est dosée en tant qu'acide 

cystéïque (XIEL-LAYBOT, 1980 ; BUHLER et al., 1974 ; FwKZNNE et al., 1980). 

L'échantillon est ensuite hydrolysé puis passé dans un analyseur automatique 

d'acides aminés. 

La séquence des acides aminés des sétallothionéïnes a été détermi- 

née pour le foie et le rein de cheval (KOJIMA et al., 1976), pour le foie 

humain (KISLING et al., 1977), pour le Ne~rospora crassa (LERCH, 1980) et 

pour Scy%%a serrata (LERCB et al. , 1982) . 
La structure primaire de la métallothionéïne humaine est similaire 

à celle du cheval. La caractéristique essentielle est la distribution des 

20 résidus de cystéïne, le long de la chaine. Il a été suggéré que les 7 

séquences Cys - X - Cys constituent le premier site de liaison pour 7 ions 
métalliques. Il n'existe cependant chez le crabe, S9ylla serrata, que 5 

séquences Cys - X - Cys (LERCH et al., 1982). 
L'étude des métall~thionéïnes peut également être réalisée par 

spectroscopie de rayons X (SOKOLOUWSKI, 1974) ou encore depuis quelques 

années par résonance magnétique nucléaire (VASAK et al., 1980 ; DEAN et al, 

1983). 



Les analyses spectroscopiques ont montré que les résidus de cystéyne se 

liaient aux ions métalliques, que chaque métal était li5 à quatre ligagds 

thiols, que la symétrie de chaque complexe était tétrahédrale, et que, 

pour satisfaire la stoechiométrie Me - ( C Y S ) ~ ~  ces complexes étaient 7 
combinés pour former des groupes de métaux-thiols (BERNHARD et al., 1983). 

1.3.5. Bilan des techniques séparatives utilisées .......................................... 
L'étude des métallothionéïnes met en jeu de nombreuses méthodes 

très diversifiées. Lors de notre étude, nous avons utilisé les techniques 

de séparation préliminaire basées sur l'extraction, la chromatographie 

et l'électrophorèse. Notre protocole expérimental est résumé dans le 

tableau 20. La composition en acides aminés a été envisagée mais au moment 

de la rédaction, les résultats sont encore insatisfaisants en raison des 

impuretes probables de fractions sousmises à l'analyseur d'acides aminés. 

II - CARACTERISATION DES METALLOPROTEINES : PROTOCOLES EXPERIMENTAUX 

2.1. Pré~aration des extraits --- .................... 
Le foie est homogénéïsé dans 2 volunes de saccharose 0,5 M au moyen 

d'un homogénéïseur Ultra-turrax. Les extraits sont centrifugés à 37 000 g 

pendant 2 heures à + 4'~. Les surnageants, limpides sont chromatographiés 

immédiatement ou gardés au congélateur à - 20'~ (cf. ch~pitre III). 

2.2. Chromatographie de filtration sur gel ----------- ......................... 
2.2.1. Conditions expérimentales ......................... 

Les conditions de séparation des protéïnes métalliques ont Sté 

définies par SUZUKI, en 1983. La colonne utilisée ne doit pas adsorber 

les métaux, les tampons ne doivent pas comporter de ligands pour les diffé- 

rents métaux étudiés, leur pH doit être neutre ou légèrenent basique afin 

d'éviter la dissociation des métaux, leur composition en sels doit être 

réduite pour ne pas obstruer la tête du bruleur lors de la détection. 

Enfin, la composition de l'éluant doit être constante dans l'élution e L  la 

détection. 



TABLEAU 20 : PROTOCOLE EXPERIMENTAL UTILISE POUR LA CARACTERISATIOIT 

DES METALLOTHIONE~NES 

Extraction des protéines 

soluble du foie 

Chromatographie sur ou 
gel de Séphadex 4 

G 75 
Chauffage à 80' C pendant 
10 minutes 

Mesures de la densité optique 
à 254 et 280 nm 

des différentes fractions 

Dosage des métaux par 
absorption atomique 

de flamme 

~ ~ o ~ h i l ~ s a t i o n  des 
fractions composant le 

pic III 

Electrophorèse Chromatographie d'échange d'ions 
sur DEAE cellulose 

Dosage des nétaüx dans les 
di£ f érentes bandes 

Analyse d''acides aminés 



La chromatographie de filtration sur gel permet la séparation des 

protéines selon leur poids moléculaire. Nous avons testé trois types de gel : 

le Biogel P IO, 1'Aca 54 et le Séphadex G 75. Les deux premiers n'ayant 

pas donné de résultats plus satisfaisants, nous avons utilisé le Séphadex 

G 75 (Pharmacia - Uppsala). Ce type de gel exclut les macromolécules de 

poids moléculaire > 70 000 daltons et pernet une séparation maximale des 

protéines de poids moléculaire compris entre 60 000 et 3 000. Deux colonnes 

ont été utilisées (95 x 2,6 cm ; 40 x 2,6 cm). 

Avant toute utilisation, elles sont lavées à l'acide chlororhy- 

drique IN et rincées à l'eau bidistillée. Les accessoires de la colonne 

sont conservés dans de l'eau déminéralisée pendent plusieurs jours avant 

d'stre utilisés. Le gel est ensuite déposé dans la colonne par sédimentation 

et équilibré par 3 volumes de solution tampon. 

En premier lieu, nous avons utilisé, lors de l'expérience de 

contamination en zinc, le tampon Tris HC1 0,01 M pH : 8,6. Par la suite, 

nous lui avons préféré le formiate d'ammonium 0,01 M à pH : 7,4 composé 

plus volatile qui s'élimine plus facilement lors deslyophilisations. La 

sortie de la colonne est reliée au collecteur de fractions. L'ensemble du 

dispositif colonnes-collecteur est maintenu en enceinte réfrigérée à + 4 " ~  

pour la réalisation de chromatographies. 

2 . 2 . 2 .  Calibration des colonnes ........................ 
Les colonnes ont été calibrées à l'aide de standards de poids 

moléculaire connus selon la méthode décrite par ANDREWS en 1964. En premier 

lieu, le volume mort de la colonne est déterminé avec du bleu DEXTRAN. . 
Quatre proté?nes standards sont ensuite utilisées pour la calibration : 

l'albumine sérique bovine (PM = 67 OOO), l'achymotrypsinogène (PM = 25 OOO), 

la ribonucléase A (PM = 13 700), l'ovalbumine (PM = 43 000). 

La relation entre le logarithme du poids moléculaire d'une protéïne 

et sa constante d'élution (Kav) étant linéaire, il est possible d'établir 

une courbe de standardisation propre à chaque colonne (fig. 30). Le calcul 

de la constante d'élution pour chaque protéïne standard est le suivant : 

Volume d'élution 
de 1 'échantillon (Ve) - Volume mort {Vo) Kav = 
Volume total 
de la colonne (Vt) - Volume mort (Vo) 
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Fig. 30 : Calibration des colonnes suivant la relation log du poids moléculaire 

- constante d' élution 

Colonne 40 x 2.6 cm 

(Sephadex G 75 1 
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\A 

*\ ovalbumine 

\ albumine 1 L 
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2.2.3. Mesure de l'absorption dans 1'U.V des protéïnes isolées ....................................................... 
par chromatographie ................... 

L'évaluation de la concentration en protéïnes dans les fractions 

est réalisée à l'aide d'un spectrophotomètre Beckman modèle-24. La lecture 

à 280 nm correspond à la longueur d'onde d'absorption des acides amines 

aromatiques, tandis que la lecture à 254 nm correspond, entre autres, à 

l'absorption due à la liaison cadmium-cystéine des métallothionéïnes 

(UGI et al., 1960). Des lectures de la densité optique ont également été 

effectuées à 215 nm. Des balayages ont été réalisés entre 215 et 300 nm 

sur les fractions les plus significatives des chromatogrammes. 

2.2.4. Dosage des métaux ................. 
Les dosages ont été réalisés au laboratoire de chimie analytique 

et marine que dirige Monsieur le Professeur WARTEL à Villeneuve d'Ascq. 

Les dosages de cuivre, zinc et cadmium ont été effectués à l'aide d'un spec- 

trophotomètre d'absorption atomique équipé d'une flamme air-acetylène 

(PERKIN-ELMER, modèle 2380). Les fractions obtenues après la chromatographie 

sont mesurées directement; sans traitement préalable, le tampon ayant été 

choisi pour sa faible teneur en sels. La concentration en métal est exprimée 

en pg/g de poids frais d'organe. 

Expression des résultats 

Sur les profils chromatographiques présentés dans ce chapitre, 

figurent la densité optique des fractions à 254 et 280 nm ainsi que les 

contenus en métaux zinc, cuivre, cadmium et plomb (la concentration en 

métaux est exprimée en pg par g de poids frais d'organe). Comme les volumes 

des fractions ne sont pas identiques et ont été mesurés pour chaque chroma- 

tographie de façon précise, nous avons indiqué les volumes d'élution 

correspondants pour chaque chromatographie. 

La concentration de cadmium, zinc et cuivre a été déterminée 

dans chaque fraction. L'ensemble des fractions éluées par un volume corres- 

pondant aux protéïnes de poids moléculaire voisin de 12 000 a été caractéri- 

sé sous le vocable : Tic II. Nous nentionnerons Également sar les profils 

chromatographiques la quantité de métaux de l'organe entier ainsi que la 

quantité contenue dans le Pic II (obtenue en additionnanc les contenus 

en métaux des différentes fractions) (CHERIAN, 1981 ; NOEL-LAMBOT, 1980) 



Fig . 31: Profils d'élution sur Séphadex G 75 (40 x 2 , 6  cn) 
de la fraction soluble du foie de flets intoxiqués pendant 
1 jour dans 10 ppm de CdC12 . 

Ccnditions de chronatographie :débit: 12 ml/h 
éluant : Forniate d'acnonium 
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2.2.5. Résultats . . . . . . . . . 
Le profil chromatographique obtenu après filtration sur gel de 

Séphadex G 75 de la fraction soluble du foie de flets intoxiqués pendant 

1 jour dans 10 ppm de cadmium montre 3 pics d'absorption à 254 et 280 nm 

(Fig. 31). Le premier pic correspond au volume d'élution des protéïnes de 

poids moléculaire supérieur à 60 000. Le deuxième à des protéïnes de poids 

moléculaire compris entre 10 000 et 13 000. Le troisième pic correspond 

aux protéïnes de poids molécfllaire < 5000 composé d'un mélange de poly- 

peptides, de fragments d'acides nucléïques et de molécules biologiques 

de petite taille (BROWN et al., 1977 in PAQUET, 1983). 

Sur ces profils apparait également un pic de cadmium dont le 

volume d'élution est comparable à celui trouvé pour la cadmium-thionéïne 

des différents tissus de l'anguille (NOEL-LAMBOT, 1980). Ce pic de cadmium 

coïncide avec un pic de zinc et de cuivre ainsi qu'un pic à 230 nm (déplacé 

par rapport à celui de 280 nm), longueur d'onde à laquelle les métallothio- 

néïnes sont réputées présenter une forte absorption, au contraire des 

autres protéïnes. 

Nous avons réalisé un spectre d'absorption en ultra-violet de la 

fraction A du pic II (Fig. 32). Ce spectre présente une faible absorption 

à 280 nm et un épaulement à 250 nm. Les protéïnes en solution dans cette 

fraction contiennent donc peu d'acides aminés aromatiques. Ce spectre 

est caractéristique des métallothionéïnes (LEY et al., 1983) il est - identique - 

à ceux publiés pour des cadmium-thionéïnes isolées à partir du foie de di- 

vers mammifères (NORDBERG et al., 1974) ou d'invertébrés (OLAPSON et al., 1979b) 

Afin de réaliser la purification du pic II, il était nécessaire 

de partir d'une plus grande quantité de matériel. Néanmoins, pour obtenir 

une bonne résolution de grands échantillons en chromatographie sur gel, 

il faut utiliser des colonnes de très grande taille. Nous avons donc cher- 

ché à purifier les échantillons avant la filtration sur gel en essayant 

d'éliminer les protéïnes de haut poids moléculaire. 

2.3. Purifications su~plémentaires ---------------- ------------ 
2.3. 1. Fractionnement acétonique ......................... 

La méthode de fractionnement utilisée est apparentée à celle de 

B'&LER et K&GI (1974) mais comprend un nombre d'étapes réduit tel que l'avait 

réalisé NOEL-LXMBOT ( 1980) . 



200 220 240 260 280 300 Longueur d'onde ( nm) 

Fig. 32 : Spectre ultra-violet de 13 fraction A du pic II obtenu 

par chromatographie ( fig. 31 ) 



L'acétone est refroidi à - 20" C au congélateur ; il est ensuite 
ajouté au surnageant jusqu'à obtention d'une concentration de 45 %. Après 

élimination du premier précipité par centrifugation, après 24 heures à  OC, 
un second précipité est produit par un. nouvel ajout d'acétone jusqu'à une 

concentration de 80 %. Ce second précipité est ensuite récupéré et redissous 

dans 1 ml de bicarbonate d'ammonium 0,05 M. C'est ce précipité qui est 

susceptible de contenir les métallothionéïnes. 

Afin de vérifier la purification obtenue grâce à cette méthode, 

nous avons réalisé une chromatographie sur chacun des deux culots, redissous 

dans 1 ml de bicarbonate d'ammonium, 0,5 M. 

2.3.1.2. $$$y&$$$ 

La purification par fractionnement acétcnique a été réalisée sur 

un extrait de surnageant de foie de flets non intoxiqués. Ce fractionnement 

permet une élimination des protéïnes de poids moléculaire élevé. On remarque 

sur les profils chromatographiques obtenus pour le deuxième culot, une 

quasi-absence de ces protéïnes (Fig. 33-b). Seul subsiste le pic II carac- 

térisé par la densité optique à 254 et 280 nm et par un contenu important 

de zinc et correspondant au volume d'élution des protéïnes de poids molé- 

culaire voisin de 12 000. 

L'observation des profils chromatographiques obtenus pour le 

premier culot, nous moncre la présence d'un deuxième pic d'élution, absor- 

bant à 254 et 280 nm, ainsi que la présence de pics de cuivre et de zinc 

(Fig. 33 a). Le premier culot obtenu par précipitation avec 45 % d'acétone 

contient donc des protéïnes de petit poids noléculaire. Il en résulte üne 

perte pour la deuxième chromatogra~hie qui se traduit par la disparition du 

pic de cuivre. 

Les quantités de protéïnes obtenues par ce procéd6 sont très 

faibles. Xous avons donc utilisé cette méthode pour obtenir un extrait 

pur, susceptible d'être analysé pour la composition en acides aminés. 

Pour les études entreprises sur la recherche des métallothionéïnes, lors 

d'une intoxication par le cadmium du flet, ou dans le milieu naturel nous 

cous sommes linités à deux étapes d'extraction et de filtration sur gel 

de Séphadex G 75. 



Fig . 33: Profils c.1-iromatographiques des différentes 
fractions abtenues par fractionnement acétonique. 

Cocditions de chromatographie : Colonne de Sephadex G 75 
( 85 X 1 , 4  a) éluée par du Forniate drammoniurr,, 0,01 , 
pH 7,4 ; débit : 12 ml/H. 

- 254  nrn 
--- 280 nrn 

Fig. 33 a : 

Fraction 4 5 %  
d'acétone 

60 120 180 240 Volume d'elution (ml 

Fig. 33 b : 

Fraction 45- 80 % 
d'acétone 

54 108 162 Volume d'elution (ml)  



2.3.2. Purification par chauffage .......................... 

Nous avons utilisé uneméthodequi tient compte des caractéristiques 

des métallothionéïnes, basée sur leur résistance à la chaleur (CRERIm, 1975). 

L'extraction de la phase soluble du foie est réalisée par homogénéïsation 

et centrifugation comme tout autre extrait. L'échantillon est ensuite chauffé 

à 80" C pendant 10 minutes et chromatographié sur colonne de Séphadex G 75 

(48 x 3 cm). 

2 . 3 - 2 . 2 .  H$sY~$$$s 
L'échantillon utilisé est un foie de flet non intoxiqué. Le 

profil chromatographique obtenu montre une altération des protéïnes de 

poids moléculaire élevé, ce qui était le but recherché (Fig. 34). Le 

deuxième pic est prédominant. Les concentrations métalliques sont très 

variables. Il n'existe pas de pic dominant de cuivre. Par contre, un pic 

très important de zinc est mis en évidence au niveau du pic II. 

La méthode de fractionnement par chauffage du surnageant est 

utilisée par de nombreux auteurs (VIARENGO et al., 1980). Cependant des 

critiques concernant cette technique, ont été émises par NOEL-LAMBOT, 1980 

et OLAFSON et al., 1979. Les résultats que nous avons obtenus, ne nous 

paraissent pas satisfaisants car les variations de la ceneur en métaux des 

différentes fractions sont très importantes. Ces résultats peuvent être 

dus à une contamination lors de la détection, mais ceci paraît peu probable 

car les autres foies étudiés présentaient également ce type de variation. 

OVERNELL, 1982(b), suggère de ne pas utiliser la méthode de 

fractionnement par la chaleur. Les métallothionéïnes sont en effet bien 

séparées des autres protéïnes par ce traitement, mais celui-ci a également 

pour effet d'augmenter la proportion d'enzymes digestives telles que 

la trypsine et la chymotrypsine. Ces protéïnes sont sgalement themo- 

résistantes et possèdent des poids moléculaires relativement faibles. 

 a autre part, les résultats des procédures de purification supplémen- 
taires ont montré que les métallothionéïnes pouvaient être modifiées 

par ce traitement. 



F i g  . 34 : Ckromatographie d'un e x t r a i t  de f o i e  de  f l e t  
non in toxiqué  t r a i t é  par  chauffage à 8 0 " ~  pendant 10 minutes .  
Cclonne de Sephadex G 7 5  , (48 x  3 cm) é luée  par  du 
T r i s  HC1 0,01 M pH 7 , 4  . Débit :  12 ml/h. 

LILLE O 

Profil chromatographique Profils de la concentration en Cu et  Zn 



Les fractions obtenues par chromatographie de filtration sur gel 

ont été lyophilisées et étudiées par électrophorèse. (Laboratoire du 

Professeur SAUTIERE, Unité associée au CNRS 409 - Institut de Recherches sur 
le Cancer - Lille). 

2.5.. Electrophorèse ------- ------ 
L'électrophorèse a été utilisée comme méthode de contrôle des 

différentes purifications réalisées sur les extraits de foies. Plusieurs 

systèmes séparatifs sont utilisables : 

- la pureté des fractions est estimée par électrophorèse sur gel de polya- 
crylamide non dénaturant 

- l'estimation du poids moléculaire est effectuée grâce à l'électrophorèse 

sur gel de polyacrylamide avec du S.D.S. 

- la caractérisation des protéïnes peut aussi être effectuée par 
Isoelectric focusing (NORDBERG et al., 1972 ; LEY et al., 1983). 

2.5.1. Méthode . . . . . . . 
L'électrophorèse utilisée dans cette étude a été réalisée sur 

gel de polyacrylamide de gradient croissant de 5 à 30 % avsc 0,l % de 

sodium dodécyl sulfate (S.D.S.). 

Les ~rotéïnes sont solubilisées en présence de 8 mercaptoéthanol, 

qui- les dénature en rompant les ponts S-S unissant entre ~lles les chaînes 

polypeptidiques, et de dodécyl sulfate de sodium. Le S.D.S. a deux effsts : 

il "déplisse" les chaines polypeptidiques et les rend linéaires, d'autre 

part il se fixe aux protéïnes, en masquant leur charge d'origine par une 

charge négative. 

Conditions.de l'électrophorèse : 

Réactifs 

Solution 1 A : 36,3 g de Tris 3 M 

48 ml de HC1 1 N q s q 100 ml H20 

Solution 2 A : 48 g d'acrylamide 
q s p 100 ml H20 

1,28 g de bisacrylamide 

Solution 3 A : 0,5 g persulfate d'amonium + 4,5 ml H20 

A prGparer extemporanément. 



P r é p a r a t i o n  d e s  g e l s  : 

- 
S o l u t i o n  

H2° 
G l y c é r o l  

SDS 10 % 

Temed 

I Gel i n f é r i e u r  

Gel à 30 2 

2 , 5  m l  

G e l  s u p é r i e u r  

1 ,5  m l  

1 m l  

7 ,4  m l  

O 

100 p l  

5  

100 p l  

Tampon é c h a n t i l l o n  : S o l u t i o n  1 A 1 m l  

SDS 10 % 5  m l  

Gel à 5  % 

2 , 5  m l  

1 m l  

6 ,4  m l  

O 

100 p l  

5  P l  

100 P l  
1 

B mercap toe thano l  0 , 5  m l  

Glycero l  2  m l  

H2° 2 ,5  m l  
+ b l e u  d e  bromophénol 

Tampon é l e c t r o d e  : 10 g d e  T r i s  

48 g  de  Glycine  pH : 8 , 6  qsp 5 000 m l  H20 

5  g de SDS 

Colorant  : Coomassie R 2 ,5  g 

E t  hano 1 100 m l  (pendant  une n u i t )  
a c i d e  a c é t i q u e  50 m l  

Décolorant  : Ethanol  1250 m l  

Acide a c é t i q u e  1000 m l  qsp 10 1 H20 

La m i g r a t i o n  e s t  s u i v i e  pa r  p r o g r e s s i o n  du b l e u  de  bromophénol 

daas  l ' é l e c t r o p h o r è s e .  E l l e  s , ' e f f e c t u e  d e  l a  ca thode (-) v e r s  l ' a n o d e  (+) 

pendant 3 heures  à une  i n t e n s i t é  de  20 m A p a r  p laque.  



Les électrophorèses ont été effectuées sur les fractions lyophi- 

lisées 1 et II des chromatogrammes,issus de la filtration sur gels de Sépha- 

dex G 75, des foies de flets intoxiqués et non intoxiqués. Les protéïnes 

utilisées pour la calibration des gels sont : la phosphorylase b (PM = 94 000) ; 

l'albumine (PM = 67 000) ; l'ovalbumine (PM = 43 000) ; l'anhydrase carbo- 

nique (PM = 30 000) ; l'inhibiteur de la trypsine (PM = 20 100) ; et l'a 

lac talbwnine (PM = 14 400) . 

2.5.2. Résultats . . . . . . . . . 
Les électrophorèses réalisées sur les pics 1 montrent de nombreuses 

bandes migrant jusqu'au niveau de l'anhydrase carbonique (PM = 30 000). 

On ne détecte pas de bandes de poids moléculaire inférieur. Nous avons 

réalisé plusieurs électrophorèses sur les lyophilisats de pic II, issus 

de poissons chalutés, témoins du milieu naturel ainsi que de poissons in- 

toxiqués par le plomb, le cadmium et le zinc (Fig. 35). Nous remarquons 

dans tous les cas la présence de 5 bandes migrant au niveau de la protéïne 

de poids moléculaire voisin de 14 400. Lês 3 bandes centrales sont plus 

importantes. Les deux autres composés ont un poids moléculaire "relatif" 

compris entre 20 100 et 14 400 pour le premier et inférieur à 14 400 pour 

le deuxième. L'intensité de ces 5 bandes est variable. Nous observons 

également la présence de nombreuses bandes correspondant à des protéïnes 

de poids moléculaire élevé toutefois moins importantes en concentration. 

2.5.3. Discussion .......... 
Le calcul de la "mobilité relative1' des protéines exprimé par : 

distance parcourue par la protéine 
R f  = 

distance parcourue par le front 
(mesuré à l'aida du bleu de 

bromophénol) 

aurait pu nous fournir l'estimation relative du poids moléculaire par 

comparaison avec des standards mais cela n'a pas été réalisé lors de 

cette étude. La présence de protéïnes contaminantes, de poids moléculaire 

élevé, nous prouve que la séparation par chromatographie de filtration sur 

gel n'est pas suffisante. Néanmoins, la présence des bandes correspondants 

à des protéïnes,de poids moléculaire voisin et inférieur à 14 400 est un 

résultat satisfaisant. FRANKENNE et al., 1980 ont réalisé une électrophorèse 
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Fig. 35 : Electrophorèse sur gel de polyacrylamide de la fraction 1T de foies de f lets 

séparée par filtration sur Sephadex G 75 

Limite du - 
gel supérieur 

Poissons 

intoxiqués 

dans 10 ppm 

de Pbcl2 

Limite du - 
gel supérieur 

Poissons 

intoxiqués 

dans 10 ppm 

de Cdc12 

Limite du - 
gel supérieur 

Poissons de 

Dunkerque 

(Témoins ) 

1 1 : Phosphorylase b = 94 0 0 0  

2 : Albumine = 6 7 0 0 0  

3 : Ovalbumine = 4 3  0 0 0  

n 4 : Anhydrase = 3 0 0 0 0  

carbonique 

5 : Trypsine inhibiteur = 2 0  100 

6 : a Lactalbumine = 14400  



sur gel de polyacrylamide de la fraction soluble de moule ikfytiZus edulis 

de poids moléculaire compris entre 6 000 et 10 000. Ils ont obtenu 8 bandes. 

La caractérisation de ces bandes est réalisée par leur dissolution durant 

48 heures dans 30 % H20 à 50' C puis par la mesure de leur teneur en métaux 

par spectrophotométrie d'absorption atomique. Le résultat montre que 5 

bandes sur 8 contiennent une quantité importante de cadmium. Nous avons 

utilisé cette technique pour nos échantillons. Les bandes de gels ont donc 

été découpées et traitées corne précédemment. Néanmoins les résultats ont 

été décevants. Nous pensons que cela est dû à l'utilisation de bandes de 

gels colorés.NOEL-LAMBOT (1980) préconise en effet, l'utilisation de gels 

non colorés, les métaux disparaissant des gels au cours de l'étape de colo- 

ration, vraisemblablement lors du traitement à l'acide acétique. 

2.6. Chromatograehie d'échange d'ions -------- -- ----------- -------- 
2.6.1. Méthode . . . . . . . 

La résine de DEAE-cellulose (Trisacryl M, IBF) a été mise sous 

forme ionique convenable par plusieurs rinçages dans le tampon de chroma- 

tographie, Tris HCI 0,015 M, pH : 8,5 enrichi de NaCl à 20 % . Elle est 
ensuite équilibrée par rinçages successifs dans le tampon de chromatographie 

puis sur la colonne 1,5 x 20 cm. L'échantillon est alors introduit dans la 

colonne au moyen d'une pompe péristaltique délivrant 20 ml/h. La colonne 

est éluée par 130 ml de tampon (Tris HC1 0,015 M, pH : 8,5) et ensuite par 

un gradient croissant de concentration en NaCl obtenu au moyen d'un formeur 

de gradient (Pharmacia, GMi) dont le premier compartiment contient 200 ml 

de tampon et le deuxième 200 ml de tampon plus 0,6 M de NaCl; 

2.6.2. Résultats . , . . . . . . . 
Le profil chromatographique sur DEAE - cellulose de la fraction II 

du foie de flets non intoxiqués obtenue par gel filtration (fig 36) montre la 

présence d'un pic d'absorption à 215 nm. L'absorption à 254 nm est très 

faible mais supérieure à celle de 280 nrn. On distingue plusieurs autres 

petits pics mais la séparation n'est pas correcte. Nous avons donc cherché 

à savoir si ces pics correspondaient bien à des protéïnes par un test de 

précipitation. 



FLg . 36 :Chrorr.a:ographie s u r  DEAE-cellulose (colonne de 
1 ,5  x 20 cm) de  l a  f r a c t i o n  II ob tecue  p a r  Gel  
f i l t r l t i o n  s u r  Sephadex G 75 d ' u n  f o i e  de  f l e t  
non i n t o x i q u é .  

----- 215 nm 

254 nrn 
. . . . . . . - .. . .... 280 nm 

4 130 ml de tampon 400 ml de tampon Tris Hcl 0,015 pH : 8.5 avec un gradient di, 

Tris Hcl 0.015 M O à 0.6 M de Nacl 

pH : 8,5 



T e s ~ - d e - ~ r ~ c i ~ i ~ a t i o ~ ~ - d e s ~ ~ ~ o & ~ i ~ e s  ................................... 
- 150 pl sont préleves dans chaque fraction obtenue par chromatographie 

sur DEAE - cellulose auxquels on ajoute 1 050 y1 d'eau distillée. Le 

volume est ainsi de 1 200 pl. La précipitation des protéïnes est ob- 

tenue par ajout de 600 pl d'acide trichloracétique 3,3 M. La lecture 

au spectrophotomètre est ensuite effectuée à 400 nm, 15 minutes après 

l'addition. Un échantillon "blanc" est réalisé avec 1 050 pl de 

tampon utilisé pour la chromatographie. 

- Le profil de l'absorption à 400 nm montre la présence de 3 pics impor- 

tants correspondants à des volumes d'élution sur la DEAE - cellulose 

de 150, 220 et 335 ml (Fig. 37). On remarque également la présence 

de "dents de scie", de faible zbsorption. Le profil ne montre pas 

de retour à la ligne de base. En le superposant aux courbes obtenues 

pour la filtration sur DEAE - cellulose (Fig. 36), on remarque que 

les deux premiers picscorrespondent aux limites du pic d'absorption 

que ce soit à 215, 254 ou 280 nm. Ces résultats montrent la nécessité 

d'une modification de la technique. Nous avons néanmoins essayé de 

caractériser cette chromatographie par l'étude de la teneur en cuivre 

et en zinc des différentes fractions. Les résultats confirment les 

précédents (Fig . 33). 
- Les variations de la teneur métallique des différentes fractions sont 
peu importantes. Le profil de cuivre montre néanmoins un pic assez 

étalé qui se superpose au pic d'absorption à 215 nm. Un seul pic de 

zinc important s'individualise, correspondant au début de l'élution 

par le gradient de NaCl et coïncidant au premier mis en évidence dans 

le test de précipitation. 

2.6.3. Discussion 
....a..... 

La chromatographie sur colonne échangeuse d'ions ne nous a pas 

donné de résultats satisfaisants. Nous pensons que la faible résolution 

obtenue, est due à une trop petite quantité d'échantillon. En effet, nous 

ne disposions que de 2 mg de protéïnes. La taille de la colonne apparaît 

donc démesurée. La réalisation de chromatographies sur des colonnes plus 

petites (pipettes de 5 ml) ou l'utilisation de lfH.P.L.C., ont donc été 

en~isagée~pour augmenter la qualité de la séparation. 
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Fig. 37 : Test de précipitation des protéïnes par l'acide trichloracétique 

120 180 24 O 300 360 420 Volume d'élution (ml)  

Fig. 38 : Profil de la teneur en cuivre et zinc des fractions obtenues 

par chromatographie sur D EAE -celiulose 
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Néanmoins nous avons remarqué la présence de trois pics protéïques, 

mais d'un seul pic de zinc et de cuivre. Il semblerait donc qu'il n'existe 

qu'une protéïne liant ces métaux. Celle-ci est éluée au début du gradient 

de NaCl, sa charge ionique est donc très faible. Ce résultat est similaire 

à celui obtenu par LEY et al. en 1983 sur le foie de la truite arc en ciel. 

L'électrophorèse de cette fraction apparait nécessaire afin de déterminer 

sa pureté. 

2.7. Analyse d'acides aminés 

Les résultats de l'analyse d'acides aminés réalisée sur la fraction II 

contenant le cadmium, isolée à partir d'un foie de flet contaminé pendant 

10 jours dans 10 ppm de CdCl sur gel de Séphadex G 75 sont reportés dans le 
2 ' 

tableau 21. Nous remarquons que la composition en acides aminés n'est pas 

typique des métallothionéïnes. Elle ne présente pas, en effet, les caractéris- 

tiques données par U G I  et al., 1979 : 33 % de cystéïne, 14 % de sérine, 13 % 

d'acides aminés basiques (Lysine et Arginine), et présence d'un seul résidu 

de méthionine. 

Le contenu en cystéïne apparaît très faible, comparé à des résultats 

provenant d'autres sources. Ceci est dû certainement à des contaminants protéï- 

ques qui masquent la composition typique des métallothionéïnes. 

2.8. Bilan général ------ ------ - 

Les résultats présentés dans ce paragraphe proviennent de l'utilisa- 

tion de diverses techniques de séparation et de purification des protéïnes de 

la fraction soluble du foie de flet. Nous avons pu mettre en évidence par 

chromatographie de filtration sur gel un pic de cadmium élué par un volume 

correspondant aux protéïnes de poids moléculaire voisin de 12 000. Les résul- 

tats issus de l'électrophorèse et de la chromatographie d'échange d'ions mon- 

trent la nécessité de purifications supplémentaires afin de caractériser ces 

protéïnes. Il apparaît donc nécessaire de réaliser d'autres chromatographies 

d'échanges d'ions, ainsi que des électrophorèses de contrôle à chaque stade 

de la purification. 



TABLEAU 21 : COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE LA PROTEINE DU FOIE DE FLET LIANT 

LE CADMIUM (OBTENUE PAR GEL FILTRATION SUR SEPHADEX G 75) COMPAREE 

a) Cys. dosée en tant qu'acide cystéïque 

,) BOUQUEGNEAU et al., 1975 : Composition en acides aminés de la fraction contenant le 
mercure isolée à partir de foie d'anguilles contaminées, sur colonne de Séphadex C 75 

2) KOJIMA et al., 1976. 
3) - 4) NOEL-LAMBOT, 1980 
5) PETERSON et al., 1984. 



Il a été envisagé d'utiliser la technique par H.P.L.C. plus 

adaptée, étant donné la petite quantité d'échantillon dont nous disposons, 

au moyen d'une colonne de phase inverse CN. Ces études n'ont pu être réali- 
* 

sées dans le cadre de ce travail . Il apparaît donc que le protocole le 
plus employé pour la caractérlsation des métallothionéïnes est le suivant : 

Extraction simple sans 

fractionnement 

Chromatographie szr gel de Séphadex G 75 

- absorption UV 
- teneur en métaux par spectrophoto- 
métrie d'absorption atomique 

Concentration ou lyophilisation 

des protéInes correspondant au volume d'élution 

des protéïnes de poids moléculaire 

de 12 000 I 
- électrophorèse 

1 
Chromatographie d'échange d'ions 

- absorption U.V 
- dosage des niétaux 
- électrophorèse 

t 
(ou séparation par phase inverse H.L.L.C.) 

I 

t 
Lyophilisation ou concentration 

Analyse dés acides aminés 

Lors de cette étude préliminaire, nous n'avons pu effectuer que 

les quatre premières caractérisations, qui nécessitent toutefois de nombreu- 

ses améliorations au niveau des chromatographies d'échanges d'ions et de 

l'électrophorèse. 

* 
La colonne BONDAPAK-CN, spécifique pour ce travail n'a pu nous être fournie 

par la maison Waters, en rupture de stock. 



III - SUIVI EXPERIMENTAL DE L'INTOXICATION PAR LE CADMIUM 

Nous avons réalisé un suivi expérircental d'une intoxication par le 

cadmium de flets en comparant un lot de poissons soumis en élevage, à la 

station, à une charge en cadmium sous forme de CdCl à 10 mgllitre, pendant 2 
un temps variant de 1 à 40 jours avec un lot témoin maintenu dans la même 

eau provenant du système d'alimentation de la station. 

3.1. Chromatogrammes -------- ------ 
Les profils d'élution représentent l'absorption U.V 2 54 nm et 

280 nm ainsi que les concentrations en zinc, cuivre et cadmium des extraits 

de foie, de flets intoxiqués dans 10 ppm de CdC12 (Fig. 39). L'étude de ces 

chromatographies a également été effectuée pour des poissons non contaminés. 

Nous n'avons pour simplifier, fait figurer qu'un seul chromatogramrne de 

poissons témoins (Fig. 40). 

Les différents chromatogrammes montrent 3 pics de densité optique de protéïnes 

à 254 nm et 280 nm dont l'importance varie sêlon les quantités d'échantillons 

utilisées. Nous observons la présence de deux pics de protéïnes dont les 

concentrations en zinc et en cuivre diffèrent suivant les échantillons. On 

note que le foie de poissons témoins, provenant de la même zone de Dunkerque, 

présente également ces deux pics de protéines liées au zinc et au Cuivre. 

La concentration de cadmium dans les profils chrornatographiques 

provenang de poissons contaminés est décelée essentiellement au niveau des 

fractions de poids moléculaire voisin de 12 000 (ppp~) (Fig. 39). On observe 

néanmoins pour le temps t = 1 jour, une petite quantité de ce métal dans les 

protéïnes de haut poids moléculaire ( p ~ p ~ )  qui semble stable jusqu'au 30ème 

jour et augmente fortement le 40ème jour d'intoxication. Par contre, la 

concentration de cadmium correspondant au pic II augmente régulièrement en 

fonction du temps d'intoxication. 

Le foie de poisson témoin presente Sgalement une faible teneur 

en cadmi~m, légèrement supérieure ac niveau de la fraction II (Fig. 40). 

Nous remarquons donc la présence de zinc, cuivre et cadmium simultanément 

au niveau de la fraction II. Nous avons quantifié ces résultats en calculant 

?a teneur en métaux des deux pics plus inportants (les variations correspondant 

au 3Sme pic étant négligeablês par rapport à l'ensemble de la concentration 

métallique). 
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2,5 Densité optique 

Fig . 40: Profils chromatographiques de la fraction 
soluble de foie de flets non intoxiqués. 
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3.2. Distribution du zinc, du cadmium et du cuivre dans la fraction .............................................................. 
soluble des foies de flets dans l'expérience d'intoxication ........................................................... 
ar le cadmium 2------------- 

3.2.1. Poissons témoins ..,............. 
La teneur en métaux des poissons présente une grande variabilité : 

nous avons donc établi une moyenne des résultats obtenus pour 3 échantillons. 

Tableau 22 : Distribution du cadmium, du zinc et du cuivre dans le 

foie de flets non intoxiqués (témoins) 

Nous remarquons que 35,l % du cadmium est présent dans la fraction II 

du foie de flets nonintoxiqués. Les 64,9 % restants sont donc fixés svr des 

~rotéïnes de poids moléculaire élevé (PHPM). L'étude des chromatogramrnes montre 

que le pic élué à un volume de 150 ml, comporte également une quantité im- 

portante de cuivre, respectivement 69,8 % et 34,3 % par rapport à la teneur 

totale en métaux de la fraction soluble du foie. 

Les protéInes de masse moléculaire voisine de 12 000 (ppp~.) fixe- 

raient donc principalement du cuivre et un peu de zinc en absence de toute 

intoxication expérimentale. 

La concentration en vatg de métal par d'organe est de 

0,155 dans un rapport de 0,9 - 107 - 47 uatg/grespectivementpour le cadmium, 
le zinc et le cuivre. On observe également que la quantité de cadmium liée 

aux ~rotéïnes du pic II chez les poissons témoins est d'autant plus grande 

que sa concentration dans le foie est élevée (Fig. 41). 

Métal dans 
la fracticn 
soluble du 
foie !vg/g) 

' 0,31 1 0 ~ 2 6  

20,50 I 1,27 

4,30 t 1,91 

25,11 

Métal 

' Cd 

Zn 

Cu 

,Cd + Zn 
t + C u  

, Métal dans 
'le foie entier 

(~g/g) 

' 0,53 I 0,37 

31 ,O2 I 10,22 

6,52 r 2,23 

38,9 
: 

1< 

Métal contenu dans le pic II 
' 

1 

ug/g Foie 

' 0,11 I 0,lO 

7,03 I 1,32 

3,01 I 1,53 

10,15 

% relatif au i 
contenu en 

métal soluble 
de l'extrait 
soluble 

' 35,l % ' 

34,3 % 

69,8 % 

40,6 % 

- 
uatg métal/ 
g de Foie 
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0,107 
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0,155 
1 
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3.2.2. Poissons intoxiqués ................... 

La concentration des métaux présents dans le pic II des protéïnes 

du chromatograme varie avec l'intoxication. Le cadmium est toujours en 

quantité supérieure à celle du cuivre, elle même supérieure à celle du zinc 

(Fig. 42). On note la présence de 92 % de cadmium dès le ler jour (quantité 

exprimée en pourcentage relatif au contenu en métal de l'extrait soluble). 

Les valeurs sont très nettement supérieures à celle des poissons témoins 

(Tableau 23) . 
Ce pourcentage est relativement constant durant le temps d'intoxi- 

cation ; il atteint 97 % le 40ème jour. Par contre celui de zinc dans le 

pic II montre une nette augmentation à partir du 10ème jour de contamination. 

Kous avons cherché à vérifier si cette hausse était significative. Le 

coefficient de corrélation r, est égal à 0,846 pour un nombre de degrés de 

liberté n =  5. La variation est donc significative au seuil de 5 %. Le 

rapport entre la quantité de zinc présente dans la fraction II et la teneur 

en ce métal de l'extrait soluble augmente donc en fonction du temps d'intoxi- 

cation. 

Le pourcentage de cuivre est variable mais toujours très élevé 

(78 % en moyenne) et supérieur à celui des poissons témoins. Néanmoins nous 

n'avons pas observé de variations significatives lors des contaminations 

expérimentales pour ce métal. 

3.2.2.2. Fractions corres ondant aux protéines de goid$ molé ulaires ............................ ++++++++++++ +++ +++++$+++++++ 
~fisi~+3:+4?9P? 

La quantité de métaux en uatg/g a été calculée pour les fractions 

correspondants au volume d'élution des protéines de poids inoléculaire 

voisin de 12 000 (Tableau 23). 

Le premier jour d'intoxication, la concentration en zinc et cuivre 

est supérieure à celle du cadmium (Fig. 43). Dès le deuxième jour de la con- 

tamination, on note une augmentation de la quantité en cadmium. La concen- 

tration totale des métaux présents à ce moment dans cette fraction est de 

0,141 uatg/g, ce qui est semblable à la valeur trouvée pour les témoins 

(Tableau 22). Néanmoins, la relation entre les trois métaux est différente 

puisque, dans le cas de l'intoxication, on retrouve des quantités approxi- 

mativement égales en cuivre, zinc et cadmium alors que dans le cas de 

poissons témoins, le cuivre était prépondérant. On remarque ensuite, que la 

quantité de cadmium dans la fractlon II augmente très fortement en fonction 

du temps d'intoxication. 



TABLEAU 23 : DISTRIBUTION DU CADMIUM, DU Z I N C  ET DU CUTVRE DANS LE FOIE DE FLETS INTOXIQUES 

DANS 10 PPM DE CdC12 EN FONCTION 

-!-- 

I 

Cd 3,71 2,82 
t = 1 j o u r  Zn 37,99 18,57 

Cu 8,72 6,42 

Temps . 
d ' i n t o x i c a t i o n  

t = 2 j o u r s  14,50 
4,57 

n = 1  C d + Z n + C u  
22,55 r18,48 t 6,84 

t = 10 j o u r s  35,64 23,22 t 2,66 
18,52 10,35 + 5,46 
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Fig. 44 : Evolution de la teneur en cadrnium(enYg/g de poids frais ) des différentes 

%actions cellulaires du foie du flet au cours de l'intoxication dans 

10 ppm de CdclZ 

Foie total 
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Jusqu'au 10ème jour, la proportion de la teneur des trois métaux 

est encore identique, toutefois la quantité totale de Cu, Zn et Cd est 

supérieure à celle des témoins : C,420 patglg. L2 comportement des trois 

métaux semble donc évoluer vers un renforcement de leur fixation sur ces 

A partir du IOème jour, leur proportion varie. Le zinc et le 

cuivre augmentent faiblement et leurs variations sont semblables, tandis 

que le cadmium atteint après 40 jours d'intoxications une teneur 7 fois 

supérieure à celle des deux autres métaux. Les profils obtenus (Fig. 43) 

montrent, en général, des variations opposées de la teneur en cuivre-et en 

zinc par rapport à celles du cadmium. Après 30 jours de contamination, on 

remarque en effet qu'à une augmentation de la concentration en cadmium 

se superpose une baisse de la teneur en zinc et cuivre. Ceci semble prouver 

que le métabolisme de ces trois métaux est lié dans le foie. 

3.3. Im~ortance de la fraction de ~ o i d s  moléculaire voisin de 12 000 -- .......................... 
vis à vis des autres sites cellulaires de la fixation du cadmium ................................................................. 
On a représenté (Fig. 44) l'accumulation du cadmiiim dans les 

différents sites cellulaires du foie. On veut vérifier que la quantité en 

ce métal dans le foie total augmente en fonction du temps d'intoxication 

(cf. Chapitre III). La teneur en cadmium de la fraction contenant les pro- 

téïnes de masse moléculaire 12 000 cro?t également d e  manière considérable 

alors que celle fixée par les autres protéines soIù6les reste très faible. 

On constate une augmentation comparable dans le surnageant et dans le culot 

de foie ; elle est néanmoins moins importante dans le culot que dans les 

protéïnes de petit poids moléculaire (PPPM). 

3.4. Commentaires et Discussion .......................... 
La caractérisation des protéïnes de poids moléculaire voisin 

de 12 000 n'ayant pu être réalisée complètement au moment de cette rédaction, 

nous dénommerons ces protéïnes : protéïnes ''liant" le cadmium. Nous compare- 

rons nos résultats avec ceux d'autres auteurs ayant mis en évidence ces 

protéïnes ou ces métallothionéïnes "like" protéïnes. Nous les intitulerons 

protéïnes de petit poids moléculaire (PPPM) par rapport aux protéïnes de 

haut poids moiéculaire (PHPM). 



Les PPPM constituent lors de notre expérimentation sur le cadmium 

le principal site d'accumulation de ce métal. Elles contiennent également 

une quantité importante de zinc et de cuivre. BUCRLEY et al., 1982 consi- 

dèrent que le foie est un important lieu de stockage du cuivre. Les mllus- 

ques et les poissons montrent une relation directe entre le contenu en 

cadmium de la fraction métallothionéïne en fonction du temps d'exposition 

(KÔHLER et al., 1982 ; BEATTIE et al., 1979). Ce cadmium apparart persistant 

même lorsque la cause de l'intoxication a disparu. 

Ceci entraîne une accumulation rémanente qui peut présenter un 

danger pour la santé. Les métallothionéïnes seraient donc une "trappe" à 

cadmium (NOEL-LAMBOT, 1980b). Ces protéïnes sont décelées dans des poissons 

non intoxiqués. 69,8 % du cuivre et 34,3 % de zinc leur sont associés : ces 

protéïnes constituent donc un réservoir de métaux. C'est une fonction qui a 

déjà fait l'objet de nombreux commentaires (ONOSAKA et al., 1982 ; CHERIAN 

et al, 1977). 

La présence de cadmium pour les poissons dits témoins, non conta- 

minés expérimentalement,est décelée essentiellement au niveau des protéïnes 

de haut poids moléculaire. Mais la quantité de cadmium augmente dans les 

métalloihionéïnes. Elle traduit l'augmentation des teneurs en cadmium du 

foie total. Ces résultats concordent avec ceux observés par NOEL-LAMBOT 

en 1980(a) sur l'anguille. 

Nous avons également remarqué une augmentation plus forte de la 

teneur en zinc des métallothionéïnes "like" protéines par rapport à celle 

de la quantité totale de la fraction soluble du foie. WHANGER et al., 1983 

et SUGKdARA, 1977 ont observé le même phénomène chez le rat. 

Le pourcentage de cuivre reste constant. 

Les résultats présentés dans le chapitre III montrent que l'intoxi- 

cation par le cadmium provoque une baisse de la teneur en zinc du culot. 

Il pourrait donc exister une redistribution du zinc de la partie insoluble 

du foie vers les métallothionéInes. 

L'étude particulière de la fraction comportant les protéïnes de 

petit poids moléculaire montre qu'au 2ème jour d'intoxication, la quantité 

des trois métaux y est égale. La fixation du cadmium se ferait donc par 

déplacement du zinc et /ou du cuivre des sites qu'ils occupent sur ces 

protéïnes. 



Comme les variations du cuivre et du zinc sont similaires, il 

n'apparaît pas qu'un de ces deux métaux soit privilégié par rapport à l'autre. 

Les données bibliographiques montrent cependant que l'affinité des ions 

zn2+ pour les métallothionéïnes est plus faible que celle des ions Cu 2+ 

(UGI et al, 1960 ; PULIDO et al., 1966 ; NORDBERG et al., 1974). Ce fait 

a été vérifié par une expérience réalisée in vitro par NOEL-LAMBOT en 1980. 

En ajoutant du cadmium à la fraction soluble de foies d'anguilles non 

intoxiquées, cet auteur a montré que ce métal se fixait sur les nétallo- 

thionéïnes et entraînait une disparition du zinc. De même, SUZUKI et al., 

1983 ont Eéalisé une injection de cadmium dans le surnageant issu du foie 

de grenouilles (Xznopus luevis) déjà contaninés par le zinc, 

La distribution du zinc est altérée mais pas celle du cuivre. 

11s ont égalementinjecté du cuivre à la place du cadmium, ce qui a entraîné 

une baisse de la teneur en zinc. Les protéïnes liant leezinc seraient 

donc remplacées in vitro par le cuivre (SUZUKI et al., 1981). 

Le rôle des métallothionéïnes apparaît donc double. Elles consi- 

tituent un réservoir de zinc et de cuivre pour les organismes non intoxiqués 

(WHANCER et al,, 1981). 

Elles font partie d'un système de détoxification pour les métaux 

toxiques tels que le cadmium (KIT0 et al., 1982 ; WOODWCRTH et al., 1983) 

ou le mercure (BOUQUEGNEAU , 1 97 9) . 
La présence de ces protéïnes peut donc être considérée comme un 

indicateur biologique de la pollution par les métaux lourds, elles ont ét6 

trouvées, en effet chez des animaux naturellement intoxiqués (RAY et al., 

1981 ; RIDLINGTON et al., 1981 ; NOEL-LAMBOT, 1980 ; ROCH et al., 1982). 

C'est pourquoi TOHYAMA a préconisé en 1982 l'utilisation comme test de 

routine vis à vis de l'intoxicstion au cadmium, des dosages de métallothio- 

néïnes dans les urines des ouvriers. On sait, en effet (NORDBERG et al., 1982) 

que ce métal est fortement éliminé par le rein. 

Cependant il ne faut pas oublier que certains animaux tels les 

mollusques sont capables d'accumuler de grandes quantités de polluants 

même dans un milieu relativement peu pollué. La présence de ces métaux 

peut provenir d'une intoxicatïon antérieure (nous avons vu que la bio- 

accumulation du cadmium dans les tissus était importante et stable.) 

Il convient donc d'être prudent dans le choix des bio-indicateurs 

de la qualité du milieu marin, 
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IV - EXPERIENCE DE CONTAMINATION PAR LE PLOMB 

Nous avons montré dans le chapitre III que lors de l'intoxication 

par le plomb, aucun organe particulier ne témoignait d'accumulation privi- 

légiée en plomb. Toutefois les teneurs en ce métal du culot de foie et du 

sang augmentent avec le temps de contamination. 

4.2. Etude de la fraction soluble du foie par chromatographie sur gel ................................................................ 
de Séphadex G 75. ---------------- 
Le profil chromatographique réalisé sur la fraction soluble du 

foie de flets intoxiqués pendant 43 jours dans 10 ppm FbCl montre trois 
2 

pics présentant une absorption à 254 et 280 nrn (Fig. 45). Le deuxième pic 

de protéïne (Pic II) correspond au volume d'élution des protéines de poids 

moléculaire voisin de 1 1  000 daltons. Les profils de cuivre et de zinc sont 

comparables à ceux déjà observés pour les poissons intoxiqués par le cadmium 

c'est-à-dire deux pics caractéristiques, le premier pour les protéïnes de 

haut poids moléculaire, le deuxième pour le pic II. Le plomb est essentiel- 

lement situé dans le volume d'élution des protéïnes de masse moléculaire 

élevée. Il n'apparaît donc pas de composé de petit poids moléculaire com- 

plexant le plomb. Le profil chromatographique d'un poisson témoin, soumis 

aux mêmes conditions de jeûne et de survie (43 j), prélevé à Dunkerque ne 

présente pas de plomb (Fig. 46). On peut également remarquer sur ce profil 

la quasi-absence du pic II concernant la teneur en cuivre et en zinc. Les 

composés de poids moléculaire < à 5000 comportent également une quantité 

non négligeable de zinc ainsi qu'un peu de cuivre. 

4.3. Discussion ---------- 
La capacité du plomb d'induire la synthèse des métallothionéïnes 

est sujet à controverse. Certains auteurs suggèrent l'induction de la 

protéïne après une administration de plomb (YOSHIKAWA et al., 1982). D'autres 

n'ont pas pu vérifier cette observation (aGI et al., 1979 ; ARIZONO et al., 

1983) a G I  considère que le plomb n'est pas un composant naturel des métallo- 

thionéïnes in vivo, bien qu'il ait une affinité considérable pour l'apo- 

métallothionéïne in vitro (BERNHAXD et al., 1983). Les deux situations d'étu- 

de in vivo et in vitro doivent donc être distinguées (K4G1, communication 

personnelle, 1983). 



Fig . 46 : Profils chromatographiques de la 
fraction soluble de foies de flets noc intoxiqués. 
Colocne de séphadex G 7 3  , ( 4 0  x 2 , 6  cm) 
Débit : ! 2 , 5  rnl/h. 
Eluant : Formiate diZZxx~oniurr, 0,01 >f pH 7 , 4 .  

A D.O. 

60 128 180 240 300 d'élution (ml) 60 120 180 240 300 d'élution (ml) 



Nos résultats confirment ceux de REICHERT et al., 1979 : l'accumu- 

lation du plomb se ferait dans les protéïnes de poids moléculaire élevé. 

Par contre ARIZONO et al., en 1983 ont montré qu'une intoxication par le 

plomb provoquait une augmentation de la teneur en zinc-thionéïne dans le 

foie de rat. 

Nous ne l'avons pas constaté lors de notre expérience de conta- 

mination par le plomb. 

V - EXPERIENCE DE CONTAMINATION PAR LE ZINC 

Nous avons montré dans le chapitre III que la teneur en zinc 

des poissons intoxiqués et des poissons témoins ne variaient pas significa- 

tivement. Nous avons observé cependant une augmentation de la teneur en 

zinc dans le foie des poissons contaminés, (surnageant et culot). Nous 

avons également constaté la présence dans ces fractions d'une liaison entre 

la teneur en zinc et la teneur en cuivre. 

5.2. Analyse des chromatogrammes ---- ...................... 
Les profils chromatographiques obtenus lors de la contamination 

par le zinc (au nombre de 10) sont similaires à ceux des témoins (5 échantil- 

lons). Nous observons 3 pics d'absorbance à 254 et 280 nm. Les deux pre- 

miers se caractérisent par une teneur en cuivre et en zinc élevée (Fig. 47 

et 48). L'absorption à 254 nm est supérieure à celle de 280 nrn ~ o u r  le pic 

dont le volume d'élution est de 120 ml. Le profil chromatographique obtenu 

pour les poissons témoins se caractérise par une faible teneur en cuivre 

des protéïnes de haut poids moléculaire (PHPM), teneur qui augmente au niveau 

des protéïnes de poids moléculaire inférieur (PPPM). Par contre la teneur en 

zinc apparaît supérieure dans les PHPM par repport aux PPPM. Nous remar- 

quons une nette augmentation de ces concentrations en zinc et en cuivre dans 

le cas de poissons intoxiqués tant pour les PPPM que pour les HPPM. 

5.3. Distribution du cuivre ec du zinc dans la fraction soluble des .............................................................. 
foies de flet ------------- 

5.3.1. Poissons témoins .....*.......... 
Nous retrouvons, dans les poissons témoins les mêmes pourcentages 

de méteux liés aux protéïnes que lors de l'intoxication par le cadmium 



Fig . 47 : Profils chromatographiques de-la fraction 
sr Luo--e d e  foies d e  flets intoxiqués àans ? O  ppm d e  ZnUl 

?=dant 43 jours. 
2 ' 

,-?onne de séphadex G 75, (40 x ? , 6  cm) 
1 é S i t  : 1 2 , 4  ml/h. 
Eluant : Formiate d '  Amcniun 0,01 M pH 7 , 4 .  

1 
I 
1 

60 120 180 240 Volume d'élution 

- Zn 
- -- Cu 

Zn tot. = 115,78 
Zn II: r 37.5 

Cu tot. = 54.17 
CU 11 = 16 

(mi)  



F i g .  48: P r o f i l s  chron î~zograph iques  de  l a  f r a c t i o n  
s o l u b l e  de  f o i e s  de  f l e t s  con i n t o x i q u é s .  
Colonne de  séphadex G 75 , (40 x 2 , 6  cm)  
D é b i t  : 12,4 mlJh.  
E l u a n t  : Formiate  d'Amnoniurn 0 ,01 M pH 7 ,4 .  

125 245 365 485 605 d'élution (ml) 

Zn tot. = 30,2 
Zn ll = 6.7 

Cu tot  = 10.4 

1 II. 
CU 11 = 6.2 

LILLE @ 



TABLEAU 24 : DISTRIBUTION DU Z I N C  ET DU CUIVRE DANS LE FOIE DES FLETS TEMOINS ET INTOXIQUES 

DANS 10 PPM DE ZnC12 EN FONCTION DLJ TEMPS D'INTOXIC~~ION 

- 

- 

i 

I 
M6tal dans 
1 ' e x t r a i t  

so lub l e  du 
f o i e  (ilg/g) 

19,70 1 1,45 
5,53 i 2,15 

44,9 
20 , l  

18,32 
9,63 

16,97 I 8 7  
8,91 I 1,7O 

10,85 
7,34 

37,98 
18,04 

50,37 
23,51 

- 

1 

Temps 
d ' i n t o x i c a t i o n  

t = O  Zn 
Cu 

n = 5 Zn + Cu 
t = l  h Zn 

Cu 
ri = 1 Zn + Cu 
t = 5 h  Zn 

Cu 
n =  l Zn + Cu 
t = 1 8 h  Zn 

Cu 
n = 5  Zn + Cu 
t = 2 j  Zn 

Cu 
n =  1 Zn + Cu 
t = 4 j  Zn 

Cu 
n =  l 
t = 4 3 h  Zn 

n =  l - Zn + Cu 

Métal dans 
l e  f o i e  e n t i e r  

(ilglg) 

30,78 + 7,25 
8 ,26  + 2,88 

50,82 
24,3 1 

26,41 
11,32 

32,65 i 18,7 
11,18 i 1,47 

10,84 
2,69 

33,38 
11,272 

115,78 
54,18 

Métal contenu dans 1 f r a c t i o n  II 

ilatg/g 

O ,  105 
O ,066 --- 
0,171 
O ,094 
0,214 
O ,308 
0,045 
-- 0,061 

O ,  106 
O ,049 
O ,075 
O ,  124 
0,050 
0 ,030 
O ,  080 
O ,  182 
O ,  142 
0,324 
0,573 
0,251 
0,824 

j 

ug/g Foie  

6,93 I 0,95 
4,22 + 2,O 

6,16 
13,62 

2,97 
3 ,89  

3,21 + 1,58 
4,75 + 0,77 

- 
3,3  1 
1,94 

11,92 
9 ,O3 

37,51 
15,98 

-- - - -- - 

% r e l a t i f  au 
contenu en 
méta l  de 
l ' e x t r a i t  
so lub l e  

35 , l  
76,3 

13,7 
67,7 

16,2 
40,3 

-- 
18,8 
53,3 

30,5 
26,3 

31 ,3  
49,2 

74,4 
68 , O  

- 



(Tableau 24). La fraction des protéïnes de petit poids moléculaire (PPPLI) 

contient 35,l % de zinc et 76,3 Z de cuivre. La concentration en vatg de 

métal par gramme d'organe est de 0,171 dans une proportion de 105 - 66 res- 
pectivement pour le cuivre et le zinc. 

5.3.2. Poissons intoxiqués ................... 
Lors de l'intoxication par le zinc, nous observons dans les 

animaux contaminés des pourcentages de zinc de la fraction des PPPM infé- 

rieurs à ceux des témoins jusqu'au 2ème jour de contamination. Nous remar- 

quons également que le pourcentage de cuivre décroît. La concentration 

totale en uatg de métal chez les contaminés est équivalente à celle des 

poissons témoins. Le 4ème jour, nous observons un pourcentage identique 

entre les poissons de deux lots, poissons intoxiqués et poissons non con- 

taminés témoins, en cuivre et en zinc dans la fraction des PPPM. Néanmoins, 

la concentration totale est de 0,324 yatglg. Ceci implique une augmentation 

de la teneur en cuivre et en zinc équivalente dans les deux fractions. Une 

différence importante est notée le 43è jour ; en effet, la quantité de 

zinc présente dans la fraction II du foie de poissons intoxiqués est deux 
* 

fois supérieure à celle du foie des poissons témoins. Le cuivre reste 

stable. La teneur totale est de 0,824 uatg de cuivre et de zinc par gramms 

de poids frais de foie, soit une valeur 7 fois supérieure à celle des 

poissons témoins. 

5.3.3. Discussion 
. . a . . . . . . .  

Nous avons indiqué que les variat2ons des teneurs en zinc et en 

cuivre entre les poissons intoxiqués et témoins n'étaient pas significatives. 

Il apparaît donc que la contamination par 10 ppm de ZnCl n'est pas res- 2 
ponsable des différences observées. Ces résultats doivent être examinés 

avec circonspection : il faut tenir compte de la faible quantité d'échan- 

tillons dont nous disposions et du alanque de résultats entre 4 et 43 jours 

résultant de problèmes techniques lors de la réalisation des chromatographies. 

Nous observons cependant une augmentâtion de la teneur du zinc 

et du cuivre. Cette augmentation s'observe également au niveau des protéTnes 

de haut poids moléculaire (le pourcentage des métaux entre PPPM et PHPM 

reste constant jusqu'au 4ème jour). 

* Quantité exprimée en pourcentage du contenu en métal de l'extrait 
soluble. 



Par contre, nous observons le 43ème jour, une nette augmentation 

du zinc de la fraction des petits poids moléculaires.Ceci semble indiquer 

que l'intoxication par le zinc provoque une augmentation de la synthèse 

des PPPM entre le 4ène et le 43ème jour. Des résultats semblables ont 

été obtenus par KOJIMA et al. en 1978 et BREMMER et al., en 1975 : ils 

ont en effet montré qu'un apport de zinc augmentait la synthèse des métallo- 

thionéines. 

La variation non significative des teneurs entre les poissons 

témoins et intoxiqués doit provenir essentiellement du faible nombre 

d'échantillons et de llabsence,correspondant à des prélèvements effectués 

entre 4 et 43 jours. Ii serait donc nécessaire de recommencer l'expérience 

afin de vérifier l'évolution des concentrations dans les différentes frac- 

tions cellulaires chez les poissons contaminés et les témoins. 

NOEL-LAMBOT, en 1980 et MJOR-GRIMSRUD et al., 1979 ont également 

montré que la distribution du cuivre et du zinc dans les fractions solubles 

est fortement dépendante de la concentration totale de zinc dans le foie. 

Quand la teneur en ce métal est supérieure à 60 ppm par rapport au poids 

sec de l'organe, la distribution de ces métaux se retrouve dans les petits 

poids moléculaires. Nous avons montré que les poissons dits '"témoins" préle- 

vés par chalutage possédaient des quantitPs importantes de zinc et de cuivre 

dans la fraction de petits poids moléculaires. 

Il faudrait mettre en place une expérience de contamination sur 

des poissons provenant d'élevages dans des milieux dont la teneur en zinc 

serait contrôlée. Nous pourrions alors déterminer les effets réels de 

l'intoxication par ce métal. 

POISSONS PROVENANT DU MILIEU NATUREL 

Nous avons recherché la présence des protéïnes de petit poids 

moléculaire liant les métaux dans des poissons provenant des zones de 

Dunkerque , kone "polluée'3 et dlHardelot (zone "saine") et comparé des 
poissons d'aspect sain à d'autres "nécrosés". 

- 

6.1. Poissons ~rovenant d7Hardelot --------- ------------------- 
La zone d7Hardelot étant considérée comme zone témoin (Chapitre II), 

nous pouvons penser que les poissons ne sont pas soumis à une intoxication 

par les nétaux lourds. Le profil chromatographique obtenu pour des animaux 



sains est identique pour les 3 échantillons utilisés et montre la présence 

de 3 pics essentiels d'absorption à 254 et 280 nm (Fig. 49a). La présence 

de métaux est décelée essentiellement au niveau des protéïnes de poids 

moléculaire élevé. On remarque en effet un pic important de zinc ainsi 

qu'un pic de cuivre. Il n'apparaît pas de fixation de ces métaux sur les 

protéines de poids moléculaire inférieur. La recherche de métaux toxiques, 

tels que le plomb ou le cadmium a été effectuée. Les teneurs de ces métaux 

sont trop faibles pour pouvoir être décelées dans les diverses fractions 

chromatographiques. Nous pouvons donc considérer que les poissons d'Hardelot 

"témoins" ne présentent pas de protéïnes de poids moléculaire voisin de 

12 000 liant les métaux. 

Nous avons relaté dans le chapitre 1 les données concernant les 

"nécroses" de poissons, nous avons vu également que les métaux lourds 

étaient incriminés dans leur genèse. Ceci nous a conduit à rechercher 

la présence de protéïnes complexant les métaux chez quelques individus 

malades, récoltés dans la zone témoin. Les profils chromatographiques obte- 

nus pour 2 poissons présentant des "nécroses" cutanées montrent de nombreu- 

ses variations de l'absorption à 254 et 280 nm (Fig. 49b). 

L'existence de protéïnes de petit poids noléculaire complexant 

les métaux est très nette comme l'indique la distribution des métaux sur 

le chromatogramme d'extrait de foie. Celle-ci fixent du zinc et du cuivre 

en très grande quantité, respectivement 43,7 % et 7<,1  % des nétaux présents 

danç la fraction soluble totale du foie. La présence de cadmium et de plomb 

n'a pas étS décelée pour ces échantillons provenant de la zone témoin 

d 'Hardelot. 

6.2. Poissons erovenant de Dunkerque --------- ------------------ -- 
L'existence des protéïnes de petit poids inoléculaire voisin de 

1 1  000, liant les métaux, a été décelée dans les poissons apparemment 

"sains", ainsi que l'indiquent la distribution des métaux et des tracés 

d'absorbance à 254 et 280 nm (Fig. 50a). Ces protéines fixent essentiel- 

lement le zinc et le cuivre. Nous n'avons pas détecte de cadmium dans 

les fractions chromatographiques, la teneur étant inférieure à la sensibi- 

lité de l'appareil. La recherche da plomb a été également effectuée : les 

teneurs sont très faibles mais nous avons noté la présence d'une trace de 

ce métal dans les protéïnes de haut poids moléculaire. 



-- _g  - 4 9  : P r o f i l s  chroinatographi-ues de  ? a  f r a c t i o n  
so1ul:e de  f o i e s  de £ l o i s  d 7 H e r d e l o t .  
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F i g .  51 : PrziL1s chromatographiques de la fraction solu.l- 
c e  foies de ES2ts de Dunkerque obtsnue par gel filtratioz 
sur séphadex ' ' 5  ( 98 x 2,6 cm ) . 3 é b i t :  12311/h . 
éluar: : ierrniate d'X.110~onium G,01 11 FH 7 , 4 .  

- 
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, D.O. 

Zn tot. = 86.6 
Zn 11 = 9,5 

Fig:50 a; Poisson ' Sain' 
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Volume 

Zn tot = 28.6 
Zn II = 0,207 
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60 180 300 420 540 660 d'élution (ml) 

Poisson présentant des "Nécroses" 
Fig : 50 b :- - 



. Les chromatograrmnes réalisés sur des poissons "Nécrosés" de 

Dunkerque au nombre de 4, montrent des variatians Importante5 par rapport 

aux individus "sains" (Fig. 50b). On détecte la présence de trois pics 

d'absorption à 254 et 280 nm. Le premier pic contient du zinc et du cuivre, 

comme dans tous les poissons étudiés. Par contre on n'observe pas de concen- 

tration importante de ces métaux dans la fraction des protéïnes de poids 

moléculaire voisin de 12 000. On remarque un faible pic de cuivre ; 40,9 % 

de la concentration totale ; et un peu de zinc, 2 , l  % de la fraction soluble 

du foie. On observe également la présence d'un pic très important de zinc 

au niveau des protéïnes de poids moléculaire voisin de 6 000. . 

6.3. Discussion ---------- 
Nous avons noté l'absence de protéines de petit poids moléculaire 

complexant le zinc et le cuivre dans le foie des 3 poissons "sains" péchés 

sur le littoral dlHardelot. Ces résultats sont en contradiction avec ceux 

obtenus par d'autres auteurs qui pensent qu'elles existent naturellement 

chez les téléostéens et qu'elles constituent ainsi un réservoir de zinc 

.et de cuivre, nécessaires aux fonctions metaboliques (NOEL-LAMBOT, 1980 ; 

RIDLINGTON et 21., 1981). 

Par contre, nous avons observé la présence de ces protéïnes dans 

les poissons présentant des ulcérations. Il apparaît donc nécessaire de 

compléter nos observations sur d'autres échantillons afin de déterminer 

si la présence de ces protéïnes est due à un manque de données concernant 

les poissons "sains" ou bien liées à la présence d'ulcérations tégumen~aires. 

Nous avoris remarqué que les poissons "sains" de Dunkerque contenaient des 

protéines de petit poids moléculaire voisin de 12 000 liant le cuivre et 

le zinc. Cependant cette zone est considérée comme polluée par les métaux 

ainsi que nous l'avons vu dans le chapitre II. 

Les résultats concernant le zinc et le cuivre sont très complexes. 

La présence de ces métaux peut témoigner de leur rôle biologique ou d'une 

pollution. 

Nous n'avons pâs décelé de concentrations ixportantes en cadmium 

et en plomb dans les fractions solubles de foies de fletsprovenant du milieu 

naturel. 



La mesure des teneurs en métaux des protéïnes de poids moléculaire 

voisin de 12 000 chez le flet ne constitue donc pas un bon indicateur 

de la pollution. Il serait intéressant de rechercher la présence de ces 

protéInes dans les moules ou les coques du littoral qui contiennent des 

quantités importantes de plomb, de cadmium et de mercure. 

VI1 - CONCLUSION 
Face à une contanination par les métaux lourds, les organismes 

vivants utilisent des processus de détoxification variés. Les métallothio- 

néïnes constituent un de ces mécanismes. Leur présence est donc recherchée 

dans les milieux naturels considérés comme pollués. De nombreux auteurs 

ont en effet montré la présence de ces protéïnes ou de protéïnes "liant" 

les métaux après intoxication naturelle ou artificielle. Nous avons observé 
* 

leur formation dans le cas d'une intoxication par le cadmium et le zinc, 

mais non par le plomb. Il existerait donc deux classes de métaux. Les pre- 

miers, tels le cuivre, le zinc, le cadmium, le mercure peuwnr: induire la 

synthèse et se fixer sur les métallothionéineç . La deuxième classe , 
contiendrait des métaux qui peuvent provoquer la formation de métallothionéïnes 

mais qui ne se lient pas à ces protéïnes tels 12 plomb, le manganèse et le 

chrome (YOSHIKAWA et al., 1982). 

Les métallothionéïnes ont donc deux rôles : le premier rôle 

consiste en un stockage de métaux essentiels (cas du zinc et du cuivre). 

Le deuxième rôle constitue un système de détoxification face aux métaux 

toxiques. ROCH et al., 1982, suggerent que la fixation des métaux dans les 

protéïnes de poids moléculaire élevé serait responsable de la toxicité alors 

que dans les protéïnes de poids voisin de 12 000 daltons, elle serait un 

signe de processus de décontamination. Cependant, les métabolismes des 

métaux sont liés. La contamination par les métaux lourds tels que plomb, 

mercure et cadmium a une répercussion sur la teneur en zinc des métallothio- 

néïnes. 

La présence de ces ~rocéfnes complexant le cadmium et le mercure 

peut constituer un indicateur de la qualité du milieu marin. Ce n'est pas 

le cas pour le zinc et le cuivre qui sont des constituants naturels des 

métallothionÉïnes des t6léostéens. Sous n'avons pas observé de teneurs 

* 
La purification de ces protéïnes par chromatographie d'échange d'ions 

ainsi que les analyses d'acides aminés sont en cours afin de lever l'in- 

certitude concernant leur nature. 



importantes en cadmium et en plomb dans les fractions solubles des foies 

de flets dlHardelot et de Dunkerque. Il apparaît donc que le niveau de 

pollution par ces métaux n'induit pas la synthèse de métallothionéïnes 

chez le flet. Il serait intéressant de rechercher ces protéïnes dans les 

moules et coques du littoral, puisque nous avons montré dans le chapitre II 

que leurs teneurs en plomb et cadmium y étaient importantes. Il faudra 

néanmoins accorder une attention particulière au choix de l'indicateur de 

qualité et sérier les informations. Les mollusqués ,capables d'accumuler 

des quan-tités importantes de polluants même dans un milieu relativement 

peu pollué seraient les premiers indicateurs plus sensibles que ne le 

sont les poissons. 

Il est difficile de définir un organisme type indicateur de la 

qualité du milieu marin. 

L'absence de métallothionéïnes au cadmium dans les flets chalutés 

ne veut pas dire que littoral n'est pas pollué ! 11 ne faut pas oublier 

en effet que les phénomènes dus à une pollution s'expriment souvent par 

une perturbation de la croissance ou de la reproduction des organismes 

et que nous avons observé de nombreux individus porteurs de lésions té- 

gumentaires dont la présence liée aux rejets de polluants n'est plus à 

démontrer. 

La pollution du littoral de Calais à Dunkerque paraît due à une 

- -- multiplicité d'gléments métalliques plutôt qu'à un contaminant spécifique. 

Des effets synergiques ainsi que des actions combinées des métaux peuvent 

exister. Ainsi que nous l'avons vu pour les "Boues rouges1' où les rejets 

d'acideprêdisposeraient lapeaudes cétacés à des attaques nocives par les 

métaux (Manganèse - Titane - Chrome ...). 



CONCLUSION 



CONCLUSION 

L'étude que nous avons réalisée contribue à la connaissance 

des processus de détoxification mis en oeuvre par un poisson téléostéen, 

le flet, face à une contamination par les métaux lourds. 

L'état des rejets sur le littoral de Calais à Dunkercue montre 

que l'essentiel de la pollution provient de Calais, c'est cette zone 

polluée qui a été comparée à la zone dfHardelot, depourvue d'industries 

et considérée comme témoin "saine1'. 

La pollution du littoral est due à une multiplicité d'éléments, 

dont le cadmium et le plomb, plutôt qu'à un contaminant spécifique. L'étude 

de la teneur en métaux des différents organes du flet, provenant du milieu 

naturel, a montré que le foie était l'organe privilégié de l'accumulation. 

Nous avons également indiqué que les poissons apparemment "sains" 

de Dunkerque présentaient des teneurs en métaux lourds plus élevées que 

ceux dlHardelot. Ces résultats confirment les choix de nos zones d'étude 

"témoin" et "polluée". Le littoral NORD se caractérise par la présence de 

plomb, zinc et cadmium en quantité importante. 

Lors des intoxications expérimentales réalisées à la Station 

Marine, nous avons montré que les trois métaux, zinc, cadmium et plomb 

s'accumulaient dans les organes du flet. Le zinc, de façon préférentielle 

dans le foie et le rein ; le plomb, dans le sang et le culot de foie ; et 

le cadmium dans tous les organes. 

L'accumulation de métaux tels le cadmium et le plomb est néfaste 

car' ces éléments ne possèdent aucune fonction biologique connue. 

Le zinc, par contre est un élément essentiel. 11 est donc présent 

naturellement dans les organismes vivants. Nous avons observé que sa teneur 

dans le foie du flet, était perturbée dans le cas des intoxications expéri- 



mentales par le plomb et le cadmium. Il apparaît donc une interaction entre 

les métabolismes des différents métaux. Le test t de comparaison de moyennes 

a permis de mettre en évidence une variation non significative de la teneur 

en zinc des poissons témoins et contaminés par le zinc. Nous pensons qu'il 

est nécessaire de recommencer cette expérience en utilisant des poissons 

d'élevage dans un milieu dont la teneur en zinc serait minimale et con- 

trôlée afin de déterminer la part réelle de la contamination et celle de 

la teneur naturelle en ce métal du poisson. 

L'étude particulière de la fraction soluble du foie de flet a 

montré la présence d'une protézne complexant le cadmium, le zinc et le 

cuivre. Le plomb, quant à lui, ne semble pas induire la synthèse d'une telle 

Il existerait donc deux classes de métaux. Les premiers, tels le 

cuivre, le zinc , le cadmium et le mercure peuvent induire la synthèse 
des métallcprotéïnes et s'y fixer. La deuxième classe contiendrait des 

métaux pouvant provoquer la formation de métallothionéïnes mais ne s'y 

liant pas, tels le plomb, ie manganèse et le chrome. Le rôle de ces métallo- 

protéïnes est double. Elles constituent un réservoir de cuivre et de zinc 

pour les poissons non intoxiqués. Elles font également partie d'un système 

de détoxification pour les métaux toxiques que nous avons mis en évidence 

dans le cas du cadmium. 

D'un point de vue toxicologique, on peut donc considérer que 

ces protéïnes ont un rôle bénéfique puisqu'elles agissent comme des agents 

protecteurs vis à vis de la toxicité du cadmium et d'autres métaux. 

D'un point de vue écologique, on doit leur attribuer néanmoins un rôle 

néfaste puisqu'en favorisant la fixation des métaux dans les tissus, elles 

augmentent le risque de contamination des organismes prédateurs. 

La présence de ces protéïnes peut donc être considér&comme un 

indicateur biologique de la pollution par les métaux lourds, elles ont été 

trouvées en effet chez des poissons prélevés dans le milieu pollué. 

Nous n'avons pas décelé de concenrrations importances en cadmium 

et en ploinb dans les fractions solubles de foies de flets provenant du milieu 

naturel. 



La mesure des teneurs en métaux de ces protéïnes ne constitue 

donc pas un bon indicateur de la pollution pour le flet. Bien que nous 

n'ayons pas observé la formation de protéines au cadmium dans les flets 

chalutés, nous pouvons considérer que le littoral est pollué par une mul- 

tiplicité d'éléments métalliques qui peuvent agir de façon synergique sans 

provoquer la synthèse de protéInes particulières pour un métal. 

Nous pensons qu'il serait intéressant de rechercher la présence 

de protéïnes complexant les métaux dans les moules et coques du littoral, 

puisque leurs teneurs en plomb, cadmium et nickel y sont très importantes. 

De plus, ces animaux étant sadentaires, nous pourrions être certains qu'ils 

sont des témoins significatifs dans un site,des attaques de polluants. 

T 

Néanmoins, il ne faut pas oublier que les mollusques sont capables 

de biomagnification des polluants. Il est donc difficile de définir un 

indicateur type de la qualité du milieu marin ainsi que de choisir un test 

particulier précis pouvant donner des informations sur la qualité du milieu 

naturel. 

Nous avons montré que les teneurs en polluants tels le cuivre, 

le zinc et le cadmium augmentaient sur le littoral de Calais à Dunkerque. 

C'est pourquoi nous pensons qu'il est nécessaire de poursuivre les études 

concernant la concentration en métaux lourds des organismes vivants et de 

rechercher la présence des métallothionéïnes, protéïnes indicatrices d'une 

contamination par les métaux lourds. 
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ANNEXE 1 
1 

F I C H E  D E  R E N S E I G N E M E N T S  1 

Date e t  Heure : 

Embarcation ( e t  port d  ' a t t a c h e )  . 

Laboratoire ouquel Ze spécimen e s t  envoyé : 

C A P T U R E  

Mode d e  c a p t u r e  : 

L i e u  ( a u s s i  e x a c t  q u e  p o s s i b l e )  : 

E t a t  d e  l a  mer : - 
I n v e n t a i r e  d e s  c a p t u r e s  s a i n e s  ( e s p è c e s ,  p o i d s  t d t a Z ,  n o m b r z )  : 

I n v e n t a i r e  d e s  p o i s s o n s  l é s é s  ( e s p è c e s ,  p o i d s  t o t a l ,  n o m b r e )  : 

S P E C I M E N  

Genre  e t  - e s p è c e  i â g e , s e z o i  : 

Le s p é c i m e n  a  é t é  poché : v i v a n t ,  a g o n i s a n t ,  m e r ? .  

B i o m é t r i e  ( e n  c e n t i m è t r e  e t  en grammes) 

. Longueui t o t a l e  : Longueur à La t a t e  : Hauteur 2 Z ' anxs  : 

. Poids : 

. Orienta t ion  ( à r o i t i e i  ou gaucher pour Zes poissons p l a t s )  : 

Présence de parasi tes  ex t e rnes  : 

. S i t u a t i o n  sur Zes tégziments : 

. Espèces : 

OBSERV4T IONS COMPl F K E N T A I  RES 
(du p ~ ~ é l e v e u r  ou des Laboratoires de contrôLes) 
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nugc2c,ir>cs, Zigne Zutérale, anus 6 t s7rij-~;:c:s g t r i2  L ( I L L X )  . 
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ANNEXE 2 : PRINCIPALES SOURCES DE REJETS DE MATIERES TOXIQUES SUR 

LE LITTORAL DE CALAIS A DUNKERQUE 

(Extrait de : Publication de l'agence de l'eau - 1981) 

I 

! 

i 
l 

1 

I 

* 
Test de toxicité basé sur la mobilité de Oaphnia maPa selon la norme AFNOR 
T 90 301 (Avril 1974) 
teneurs normales en Kéquitox/jour = 10 -+ 300. 

DUNKERQUE 

1 : Creusot Loire 

2 : Air liquide 

3 : Canal exutoire 

4-5 : Laboratoire E.D.F. 

6 : USINOR 

Flux de pollution 
(NOEL, 1980) 

(En K eq. tox/jour de * 
matières inhibitrices) 

Epuré 

1 O0 

O 

- 
- 

150 

' Rejeté 
13 

O 

- 
- 
28 

166 

- 
O 

O 

- 
O 

- 
- 

organique 

7 : B.P. l li6 8 : C.P.A. - 
9 : Usine Lesieur 

10 : USINOR Mardyck 

1 1  : Canal grand gabarit 

12 : Rejets TOTAL 

120 

500 

- 
O 

16 : Rivière AA 

CALAIS 

17 : Papeteries Boucher 

18 : Tioxide 

19-20 : Egouts 

21 : Textile Courtauld 

13 : Rejets Stoch Nord ! - 

- 

14 : Rejets C.F.P. 

GRAVELINES 

15 : Cartonneries mécaniques du Nord 

- 

- 

Pollution 

Pollution organique 

309 1 

- 
438 

309 1 

- 

438 



ANbTXE 3 : Teneurs en Cuivre , Zinc et Manganèse des branchies, 
reins et foies des poissons du milieu naturel. 



ANNEXE 4 : ANALYSE STATISTIQEE DES DONNEES 

d ' a p r è s  : S,FRONTIER . Méthode s t a t i s t i q u e  
Masson 1981. 246p. 

1 : Comparaison des pou rcec tages  : 

Les  f réquences  c a l c u l é e c , s o n t  comparées deux à deux en f o n c t i o n  
de l a  f r é q u s n c e  moyenne pondérée ,ca l cu lSe  comme s u i t :  

T e s t  de compara ison : 

où F e s t  l a  f r é q u e n c e  obtenue p o u r  un  é c h a n t i l l o n  N 
1 

F e s t  l a  f r é q u e n c e  obtenue p o u r  un  é c h a n t i l l o n  N 1 
2 2 

2 : Comparaison de moyennes : 

Compte t e n u  des f a i b l e s  é c h a n t i l l o n s  (N,<111 Le t o s t  da  n o r m a l i t é  
n ' a  pas 6 t é  e f f e c t u é .  
Les  moyennes c a l c u l é e s  s o n t  corcpar4es deux à deux p a r  l e  t e s t  t 
qui s u i t  une l o i  de  S t u d e n t .  

où M Moyenne c a l c u l é e  s u r  un  e f f e c t i f  NI d ' é c a r t  t y p e  S 1 = 
M2 = Moyenne c a l c u l é e  s u r  un  e f f e c t i f  N2 d ' é c a r t  t y p e  S 

1 
2 

L e  nombre d2 d s g r ' s  de l i b e r t é  e s t  e s t i m é  p a r  N=(N +N 1-2 , s i  l e s  5 1 2  
v a r i a n c e s  S e t  S2 s o n t  peu d i f f g r e n t e s .  Dans l e  cas  c o n t r a i r e  

1 
l e  nombre de deg rss  de  l i b e r t é  e s t  d é f i n i  p a r  l a  f o r m u l e  de Welsch. 
(Communicat ion p e r s o n e l l e  de  S. F r o n t i e r  1 



Le c o e f f i c i e n t  de c o r r é l a t i o n  e s t  d é f i n i  pzr  : 

H - - 
x i  Y i  - N x y  
1 

où x e t  y i  sont  l e s  v a r i a b l e s  a l é a t o i r e s  à c o r r é l e r  dont l e s  moyennes 
i - - 

sont  x e t  y  , N é t a n t  l e  nombre de couples ( xi , 
Yi 

1  formé. 

L'Squation de l a  d r o i t e  de régress ion  s ' é c r i t  : y=a + a  1  O 

N  
X i Y i  - PiDi 

t a  pente e s t  a  = 
N 

1  2 - (GI,: 1 

- - 
e t  l 'ordcnnée à L'or ig ine  a  O = Y ' a l  x 

Le .coe f f i c i en t  de c o r r é l a t i o n  e s t  estimé à ( N - 2 1  degrés  de l i b e r t é  
e t  comparé 3 u  r de l a  t a b l e  au s e u i l  de 5% . 



ANNEXE 5 : Concentration en métaux (Cu , Zn) des branchies, 
reins et foies de. flets lors de l'intoxication 
par le zinc. 

CCWE 1 D'INTOXICATION 1 I 

Poissons intoxiqués1 
Poissons témoins T- 1 T 1 T 

hombre de  poissons 1 2 . 1 2 1 2 1 2 

Teneur en Cu 2,744 
+ 1,492 - 

métaux des Zn 58,12 

Branchies 
+ 6,427 

( r i d g  P a  I- 
Teneur en Cu 4.07 

+ 0,007 - 
métaux des Zn 26.195 

Reins 
+ 1,237 - 

Teneur en Cu 2,620 1,278 
+ 1,314 2 0,608 - 

né taux des  Zn 5,56 6,495 

Culots  de f o i e  + 
2 19332 - 

(iig/g PeF) 

Teneur en Cu - 1 -  
métaux des Zn - 1 -  
surnageants de 

f o i e  
(rig/g P.F) A = L  

1 
DUREE 

D'INTOXICATION 

Pois  sons intoxiqués 1 
Poissons témoins T I I I T I  I I  T 

Nombre de poissa;; 1 , ,41g 1 1 1 Teneur en 

métaux des 
i n  40.59 1 3h.11 - 1 - 

Branchies 
( r i d g  P.F) 

1 T e n e u r e n  Cu 14,147 13,915 1 - 1  - 

T e n e u r e n  Cu 11,179 il,I82 

métaux Zn 1 5,695 1 5,062 
Culots  de f o i e  

P.F) 

métaux des 

1 Zn 1 34.36 1 8,200 2O9I70 17,474 

surnageants de 
f o i e  

(rig/g P.F) 



AKNEXE 6 : Concentration en mgtaux ( Cu , Zn, Pb) des branchies 
Reins et foies de flets lors de l'intoxication 
par le plomb. 
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. 
4 J 3UREE 

D ' INTOXICATION 

P o i s s o n s  in tox iqués1  
P o i s s o n s  témoins T - 

Nombre d e  po i ssons  

Teneur en Cu 

métaux des  Zn 

Branch ies .  Pb 
(iiglg P.F) 

Teneur e n  Cu 

m é t a u x d e s  Zn 
' .2. s 
Reins .  Pb 

P.F) 

T e n e u r e n  Cu 

métaux des  Zn 

C u l o t s  de f o i e  Pb 
(ug/g P . 0  

Teneur en Cu 

n l t a j ~ x d e s  Zn 

surnageancs  d e  Pb 
d e  F o i e .  

1 i e / e  P.; 

1 
- 

I 

0 ,475  

6,530 

4 ,930  

1,264 

92 ,60  

1,919 

1,831 

64,627 

0 , 7 9 0  

22,86 

11 ,86  

1,412 

0,036 

T 
- -  

0,952 

3,860 

1,938 

0,760 

22,99 

0,184 

3,759 

23,98 

0,065 

20,12 

25,IL 

0,101 

l h  

1 

1 

! ,278 

48,10 

0 ,949  

1,366 

' 1 4 9 , 5  

1,426 

4,377 

12,038 

0 ,954  

21.220 

33,89 

1,900 

DUREE 95 

0 ,696  

4 h 

T 

O 

- 
- 
- 

- 
- 
- 

- 

- 
- 

- 
- 
- 

- - =  

43 

1 

1 

- 
- 
- 

- 
- 
- 

1,464 

7 , 5 7 4  

2,965 

( 2 , 7 1 6  

9,429 

0,057 0 ,040  surnagean t8  Pb 
deFoie 

( W I g  P.F) 

1 

1 

2,705 

34.77 

0,521 

2,741 

46,21 

0,592 

3,565 

9,746 

1,026 

32,742 

37,252 

1,339 

J 

T 

1 

- 
- 
- 

- 
- 
- 

2,146 

3,365 

1,096 

1,224 

!1,856 

18  

1 

I I  

T 

l 

D' INTOXICATION , 
P a i s s o n s  i n t o x i q u é s 1  
P o i s s o n s  ténoir is  T 

Rombre d e  p o i s s o n s  

l l  1,780 

! 

1,432 1,528 

T 

1 

0,431 

8 ,534  

0,646 

- 
- 
- 

1,185 

5,539 

0,226 

15,56 

38.54 

0,109 

24 h 

J 

T 

: 

1 

1 

48 h 

1 

1 

2,694 

3p.47 

0 ,638  

1 ,959  

46.77 

0 ,469  

2,089 

4,205 

0 ,759  

15,32 

46,84 

1,366 

- 
- 
- 

- 
- 

- 

5 ,453  

8 ,450  

O,C83 

8 ,945  

14,474 

20 J 

1 

1 

0,029 

1 

1 

0,865 

2,793 

f ,033  

2,851 

65.63 

1,360 

5,996 

58,260 

0,840 

13,31 

80,556 

1,437 

T 

1 

0,921 

1,719 

0,443 

0,662 

23,06 

0,310 

1 ,326  

21,213 

0 ,036  

5,993 

23.816 

0,110 

27 J 

T 

O 

0.724 

32.61 

0 ,644  

1,231 

121,22 

1.310 

2,304 

Teneur en Cu 
Zn 

métaux d e s  Zn 

Branch ies  Pb 
( ~ 8 1 8  P.F) 

Teneur en Cu 

m é t a u x d e s  Zn 

R e i n s  Pb 
( i ig/s  P.F)  

Teneur en Cu 

métaux des  

C u l o t s  de f o i e  Pb 
( ~ i g l g  P.F) 

t 
I 

0,471 

T 
- . .  

1 

0,722 

0 ,762  

0 ,233  

0 ,929  

34 ,36  

0 ,260  

1,537 

15,667 

0 ,048  

1 1  ,21 

64.36 

0 ,090  

1 

I 

- 
- 
- 

- 

- 

2,454 

- 
- 
- 

- 
- 
- 

0,917 

- 
3,174 

1 ,059  

59,17 

1,550 

2,840 

1,514 

0,875 

0,029 

- 
0,915 

0.378 

42.19 

0,439 

4,740 

63,635 

0,078 

T 

1 

- 
- 
- 

- 
- 
- 

2,758 

- 
- 
- 

- 
- 
- 

3,405 

6,120 

0,881 

3,188 

0,208 

/ 9.992 

9,838 

0 ,940  

19,176 8.204 

13,320 

1 Teneur en Cu 126,25 1 23,48 

13,840 

1 7,216 

54,11 métaux d e s  Zn 

- 

33,43 

1,976 

' 23,441 

- ( 9 , 4 9 6  

16,186 
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