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Introduction

Les métaux lourds dans les écosystemes aquatiques sont capables de persister dans
I’environnement, et d’étre incorporer dans les chaines alimentaires. Ils pénétrent dans ces
systemes aquatiques principalement par des intrants naturels tels que I'altération et I'érosion des
roches et des sources anthropiques, y compris les activités urbaines, industrielles et agricoles,
le ruissellement terrestre et I'élimination des eaux usées (Amira et Leghouchi, 2017). Leurs
multiples usages industriels, domestiques, agricoles, médicales et les applications
technologiques ont conduit a leur large diffusion dans I'environnement (Tchounwou et al.,
2012).

Les milieux aquatiques sont trés sensibles aux eléments traces métalliques par la
coexistence des phénomenes de bioaccumulation et de bioamplification. En effet, ces éléments
traces se concentrent dans 1’eau et les microorganismes aquatiques entrainant ainsi leur
bioaccumulation dans les ressources aquatiques. Ces organismes vivants peuvent accumuler les
polluants (dont les éléments traces) a des concentrations supérieures a celles de leur biotope
(Ouro-Sama et al., 2014).

Les ETM sont la troisiéme source de risque pour 1’alimentation humaine et animale
aprés les mycotoxines et les micro-organismes. Ce rang est principalement di aux
contaminations détectées pour les poissons et les fruits de mer, selon les chiffres du systéme
d’alerte rapide de 1’Union européenne. Contrairement aux contaminants organiques, les ETM
ne sont pas biodégradables. lls s'accumulent durablement dans les sols et dans les organismes
vivants. En conséquence, il est nécessaire d’appréhender leur flux dans un systéme sol-plante-

animal (Dauguet et al., 2011).

Le plomb est un metal utilisé depuis I’antiquité dans de nombreuses applications.
L’intoxication aigue au plomb peut étre le résultat d’une exposition bréve a des quantités trés
élevées de plomb (Lghabi et al., 2018). Ce métal est un éléement trés réactif dans
I'environnement (Cossa et al., 1993) comme de nombreux autres métaux, il est bioconcentré
par les organismes vivants en particulier par les organismes marins (Davis et Svendsgaard,
1987). L’effet toxique du plomb (Pb) dépend du cycle de vie du poisson, du pH, de la dureté de
I’eau et de la présence des maticeres organiques. Le Pb est classé parmi les métaux les plus
toxiques pour I’homme et pour les animaux (Dione et al., 2018).

Le terme « bio marqueur », qui est généralement utilisé dans un sens large pour inclure
presque toute mesure reflétant une interaction entre un systeme biologique et un danger

potentiel, qui peut étre chimique, physique ou biologique. Un biomarqueur est défini comme

1
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un changement dans une réponse biologique qui peut étre lié a I’exposition aux effets toxiques

de substances chimiques environnementales (Van der Oost et al., 2003).

L'évaluation des risques environnementaux eco-toxicologiques implique I'utilisation de
bio marqueurs destinés a mettre en évidence un stade précoce de pollution. De nombreux bio
marqueurs biochimiques et cellulaires ont été étudiés chez les organismes aquatiques et en
particulier chez les poissons. Ces biomarqueurs incluent ceux spécifiques au stress oxydatif,
recommandés pour la biosurveillance de la qualité du milieu aquatique (Van der Oost et al.,
2003).

Le poisson est de plus en plus utilisé comme sentinelle de I'environnement car il se
révéle un excellent indicateur de la qualité des milieux aquatiques et, aujourd'hui, de
nombreuses méthodes (méthodes basées sur I'étude des communautés ; méthodes basées sur les
réponses physiologiques des individus ; méthodes utilisant les réactions métaboliques et
cellulaires).Parmi différents indicateurs, I'état sanitaire apparait comme un indicateur pertinent
de I'environnement, mais il reste peu usité et n'est qu'exceptionnellement intégré dans les
programmes de surveillance des milieux aquatiques. Or, s'intéresser a la santé des écosystéemes

sans prendre en compte la santé des poissons est difficilement concevable. (Girard, 1998).

A ce titre, nous avons choisi la carpe, un poisson d'eau douce (Cyprinus carpio), qui est
I'espece la plus répandue dans le lac Oubeira. C'est un excellent poisson d'élevage, consommé
par une grande partie de la population et aussi c'est une espéce indicatrice de la pollution
(Billard et al, 1995).

Bien que le toxique altére les activités métaboliques et physiologiques des organismes.
Les études physiologiques seules ne satisferont le stress toxique. Seul les Tests de toxicité aigué
utilisé pour déterminer la concentration d’un effet délétére d’un toxique sur un groupe
d’organismes d’essai lors d’une exposition a court terme dans des conditions contrdlées ;
(Luoma et Rainbow, 2008). Toutes les substances toxiques sont capables d’interférer a
plusieurs reprises les systémes biologiques et, en fin de compte, a sa survie. Les tests de toxicité
aigué ne constituent qu’un des nombreux outils mis a la disposition des toxicologues
aquatiques, mais ils sont le moyen de base de provoquer un rapide, relativement peu colteux
de I’estimation reproductible des effets toxiques sur un bio-essaie (Luoma et Rainbow, 2008).

Ce travail a été réalisé dans I’optique de déterminer les altérations métaboliques et
physiologique survenues lors d’une exposition aigue au plomb d’un poisson d’eau douce : la

carpe commune (cyprinus carpio). Afin de réaliser cet objectif, nous avons effectué :
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e Agquari-expérimentation (élevage, toxicité aigue 96h)
e Dosage du plomb dans les différents tissus a savoir : les branchies, le foie et le

muscle

e Dosage des métabolites (glucides, protéines et lipides) et évaluation des
biomarqueurs du stress oxydant (CAT, GSH, GST et MDA) dans différents

tissus
Ce travail s’articule autour de deux grandes parties :

Une partie de synthese bibliographique comportant trois chapitres :

e Le premier chapitre est consacreé a la carpe et le produit de péche,

e Le deuxieme chapitre est consacré aux métaux lourds.

e Le troisieme chapitre congoit une explication de la biosurveillance, bio marqueurs,
ainsi que le stress oxydant,

Et une partie expérimentale composée de trois chapitres aussi :

e Le premier chapitre traite matériel et méthodes.
e Le deuxieme chapitre, cadre les résultats obtenus avec interprétations statistiques.
e Le troisieme chapitre est consacré pour la discussion des résultats, suivi par une

conclusion générale comportant des recommandations et des perspectives.
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I.1.Généralités sur le produit de péche

Le secteur halieutique regroupe un ensemble d’activités économiques dont
principalement, les activités de péche, et les activités de commercialisation des produits de la
péche. Ce systéme économique repose sur quatre principaux piliers représentés par la ressource,
I’Homme, les moyens de production et le marché. Ces quatre piliers interférent selon certaines
relations pour produire des sous-systemes imbriqués, interagissant a leur tour entre eux pour
donner naissance aux différentes activités du secteur halieutique. L’Etat est un centre de
décision composé de diverses institutions (ministéres, instituts de recherche et de formation,

entreprises publiques, etc.) (Doukkali et Kamili, 2018).

Le secteur de la péche a un réle économique important puisqu’il contribue a la sécurité
alimentaire des populations, mais également a la création d’emplois. En 2006, les inscrits
maritimes étaient environ 40 millions au niveau mondial, dont 90 % pratiquant la péche
artisanale (Chikhi, 2018).

La mer méditerranéenne se caractérise par une ressource halieutique riche et diversifiée.
Cette diversification concerne aussi les populations qui partagent et exploitent cette ressource.
En effet, plus de 23 pays la bordent avec une population avoisinant les 470 millions répartis
autour d’un littoral de 45 500 km de longueur. Elle dispose d’un plateau continental de 526 600
km? permettant ainsi une production de 300 000 t de poissons bleus par an et d’un volume

d’importations allant jusqu’a 4,4 millions de tonnes (Chikhi, 2018).

En Algérie, les inscrits maritimes algériens représentent 20% du total des inscrits dans
la région, alors que la production halieutique ne représente que 12% de la production globale
de la région, soit environ 120 000t par an (Chikhi, 2018).

1.2. La production et la consommation des produits de péche
1.2.1. A I’échelle nationale

Les algériens ont dépensé pour la consommation du poisson pour I’année 2011, 26.45
milliards Dinars Algériens (DA) soit, pres de 1,5% de 1’ensemble des dépenses alimentaires,

dont 75% sont dépensés en milieu urbain (ONS, 2014).

Plus de 80% de la consommation apparente des produits de la péche est issue de la
production nationale (MPRH, 2014).
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En Algérie, le secteur de la péche a un role stratégique dans le renforcement de la
souveraineté alimentaire. 1l contribue a la croissance économique et a I’emploi, notamment au

développement des systemes productifs localisés (Maouel et al., 2014).

L’observation de 1’évolution de la production de péche nationale sur une longue période
1960-2013 (53 ans) indique que : la production nationale a pris plus de 20 ans a partir de 1960
pour dépasser le cap des 50 000 tonnes en 1982 (Maouel et al., 2014).

Le secteur de la péche étant monopolisé par les colons a pris du temps pour étre maitrisé
par les algériens au lendemain de 1’indépendance en 1962. La production a pris plus de 40 ans
pour arriver a 100 000 tonnes dans les années 1990. Une tendance lourde est observée au cours
des 20 dernieres années pour une relative stabilisation de la production au-dela de 100 000
tonnes avec un pic de production de 146/147 mille tonnes enregistré en 2006/2007 (Maouel et
al., 2014).

La structure de la production nationale de péche par groupe d’espéces montre la
dominance des petits pélagiques dans le volume de production avec 87%. Suivis des démersaux

avec 8%, Mollusques 2%, crustacées 2% et grands pélagiques 1% (MPRH, 2014).

L’¢évolution de la structure de la production nationale de péche montre pour la période
2000 a 2013, la domination des petits pélagiques avec un taux qui varie entre 80 et 90 pour
cent. Les démersaux viennent en deuxieme place avec une part autour de 10 pour cent. Le reste
est réparti entre grands pélagiques, crustacés et mollusques avec des quantités annuelles presque
identiques. Le consommateur dispose potentiellement de 3 sources d’approvisionnement en
matiere de produits de la péche : la production de capture, la production aquacole et
I’importation, soit a des fins de consommation (frais, réfrigéré, congelé) ou de transformation
pour la consommation humaine. La différence avec les exportations représente la disponibilité
alimentaire, appelée également consommation apparente ; elle est exprimée ici en kg/an/hab.
(MPRH, 2014).

I.3. L’espéce étudiée

1.3.1. Carpe commune (Cyprinus carpio)

Cyprinus carpio (Linnaeus, 1758) est communément appelé carpe commune ou

européenne carpe. Il a été introduit de la France et des pays européens en Inde (Kumaresan et
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al., 2018). La carpe est également I'un des ravageurs vertébrés les plus destructeurs au monde
(Stuart, 2021). Il est un gros poisson, grandissant jusqu'a 30 pouces de long et soixante livres.
Il a un corps "lourd™ avec une couleur olive foncé dos, ventre jaunatre, deux barbillons sur leur
levre supérieure et a également une grande nageoire dorsale. La carpe vit dans les ruisseaux,
les lacs, les étangs et les rivieres, partout ou il y a beaucoup de plantes aquatiques. Bien qu'il
s'agisse d'un poisson d'eau douce, il pousse bien dans les eaux saumates et méme légérement
salines. La carpe commune est riche en vitamines (A, E, C, D, K1, B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9,
B12), minéraux (calcium, Cuivre, lode, Magnésium, Manganese, Phosphore, Potassium,
Sélénium, Sodium et Zinc), protéines (18g / 100g) et acides aminés (Alanine, Arginine, Acide
aspartique, Cystine, Acide glutamique, glycine, histidine, isoleucine, leucine, lysine,
méthionine, phénylalanine, proline, sérine, thréonine, tryptophane, tyrosine et valine)
(Kumaresan et al., 2018).

La carpe commune est la troisieme espece de poisson d'eau douce la plus cultivée et la
plus importante sur le plan commercial au monde. Dans certains pays européens, ce poisson

représente plus de 80% de la production totale de poisson (Kolek et al., 2021).
1.3.2. Caractéristiques biologiques

La carpe commune a une forme de corps profond et un aspect lourd. Les caractéristiques
distinctives comprennent une téte courte, un museau arrondi, une seule longue nageoire dorsale,

une queue fourchue et des écailles relativement grandes (Schultz, 2010).

La bouche est édentée et en forme de ventouse, adaptée a 1’alimentation du bas, et la

machoire supérieure se projette Iégerement au-dela de la méchoire inférieure (Schultz, 2010).

I a une seule épine dentelée a I’avant des nageoires dorsale et anale et deux paires de

barbillons charnus de chaque c6té de sa bouche (Schultz, 2010).

La pigmentation de la carpe commune va de I’or a I’olive en passant par le brun, avec
une coloration jaunatre sur les cOtés inférieurs et le ventre et une teinte rougeatre sur les
nageoires inférieures. Chaque écaille sur les cotés supérieurs du poisson a une tache sombre

concentrée a sa base et un bord sombre bien visible (Schultz, 2010).

Les juvéniles et les males reproducteurs sont généralement d’un vert ou d’un gris plus

foncé, avec un ventre sombre au lieu d’un ventre jaunatre, et les femelles sont plus claires. Les


https://www-sciencedirect-com.sndl1.arn.dz/topics/agricultural-and-biological-sciences/mirror-carp
https://www-sciencedirect-com.sndl1.arn.dz/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/freshwater-fish
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males développent de minuscules tubercules, que I’on trouve dans un motif aléatoire sur la téte

et les nageoires pectorales (Schultz, 2010).

Les nageoires sont sombres, ventre avec une nuance rouge. La carpe dorée est reproduite
pour un but ornemental (Figure 1) (FAO, 2009).

Figure 01 : La carpe commune (cyprinus carpio) (FAO, 2009).

1.3.3. Systématique
La classification adoptée est celle de (Nelson ,1994).

-Embranchement : Chordata.
-Sous-embranchement : Vertebrata.
- Classe : Actinoptéryqgii.

- Sous-classe : Neopterygii.

- Infra-classe : Téléostéen.

- Super-ordre : Ostariophysi.

- Ordre : Cypriniformes.

- Super-famille : Cyprinoidea.

- Famille : Cyprinidae.

- Genre : Cyprinus

Espéce : Cyprinus carpio (Linnaeus, 1758).
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1.3.4. Régime alimentaire

La carpe commune est une des espéces de poissons omnivores qui consomment
les animaux (insectes aquatiques, macro invertébrés et zooplancton) et les végétaux

(phytoplancton, macrophytes) (Tessema et al., 2020).
1.3.5. Croissance

La croissance est rapide dans des eaux tiedes : 14.7 cm a 1 ans, 26.2 cm a 2 ans, 33.1
cma3ans, 38.2cma4ans,40.8cmabans, 43.6 cmabans, 46.2 cm a7 ans,48.4 cm a9 ans
(figure 02). L’optimum thermique de la croissance se situe en générale a 28-30 °C. Une
amélioration de la croissance a été obtenue expérimentalement par traitement des carpes par
une hormone de croissance (GH bovine : 12,5 a 100 pg/g) et ’optimum d’efficacité s’est Situé
a 35 °C (Brusleé et Quignard, 2013).
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Figure 02 : La croissance de la carpe commune (Bruslé et Quignard, 2013).

1.3.6. Reproduction

A leur deuxiéme année, les males sont capables de se reproduire, tandis que les femelles
sont capables de le faire une fois qu’elles ont 3 ans. La carpe fraie au printemps et en été, selon
la latitude, et devient active lorsque les tempeératures atteignent 60 °F. Pendant la journée ou la
nuit, plusieurs males accompagneront une ou deux femelles dans des eaux peu profondes et
végétalisées, ainsi que des éclaboussures et du trash a mesure que les ceufs seront libérés et

fécondés (Schultz, 2010).
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Les femelles pondent de 80000 a 120000 ceufs par kg de poids, le diametre de 1’ceuf
gonflé est de 1,5 mm. La ponte est tributaire de la photopériode dont la diminution de I’intensité

lumineuse provogue la diminution de la fréquence du frai (Hajlaoui et al., 2016).

Ces lieux de fraies permettent aux carpes de protéger les ceufs d’éventuels prédateurs

mais aussi de les exposer a la lumiére nécessaire pour leur éclosion (Hajlaoui et al., 2016).

Aprés une période d’incubation de 4 a 8 jours, les alevins voient le jour et grossissent
rapidement a condition que le milieu soit riche en nourriture et la température adaptee (Hajlaoui
et al., 2016).

En fonction des étangs et des lacs, les conditions peuvent étre différentes et donc faire
varier les délais d’incubation et de développement des alevins. Les principales variétés de
carpes peuvent se croiser pour donner naissance a des carpes hybrides. Par exemple, la carpe
peut se croiser avec un poisson rouge ou méme avec un carassin, poisson de la méme famille
que les carpes (famille des cyprinidés) mais qui a un gabarit plus petit et qui ne dispose pas de
barbillons autour de la bouche. Pour ce qui est de sa longeévité, la carpe peut vivre plusieurs
dizaines d’années si les conditions de son milieu de vie le permettent. Généralement, elle vit

une vingtaine d’années au maximum (Rahman, 2015).
1.3.7. Habitat

La carpe commune habite généralement les milieux d'eau douce, en particulier les
étangs, les lacs et les riviéres, et habite aussi rarement les milieux d'eau saumatre. Elle est
largement distribuée dans presque tous les pays du monde, mais il est trés populaire en Asie et
dans certains pays européens. En raison de sa grande popularité, sa distribution a été largement

étendue par l'introduction humaine (Rahman, 2015).

La carpe commune réside naturellement dans une eau neutre. Le sol est généralement
constitué de sable, d'humus et de vase. C'est un poisson typique des zones inférieures (zone a
bréme) et des milieux lentisques (étangs, bras morts). Elle se complait dans les eaux a fonds
vaseux ou la végétation est dense. C'est un migrateur holobiotique qui se déplacent des eaux
peu profondes des zones de frai (prairies inondées) jusqu'aux eaux profondes, en hiver, ou de

nombreux congéneéres se rassemblent (Feunteun et al., 2011).


https://pecher-malin.com/comment-definir-la-carpe/
https://pecher-malin.com/comment-definir-la-carpe/
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Les métaux lourds
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11.1. Généralités sur les métaux lourds

Le terme métal lourd désigne tout élément chimique métallique qui a une densité
relativement plus élevée et qui est toxique méme a faible concentration. Les métaux lourds sont
des composants naturels de la croQte terrestre. Ils ne peuvent pas étre dégrades ou détruit. Ces
dernieres années, les métaux lourds dans les eaux usées constituent un probleme majeur dans
I’environnement, car le risque €levé est associé aux €cosystemes et a la santé humaine, méme
a trés faible concentration. En raison de sa flexibilité, I’accumulation, non biodégradable et

I’endurance (Asati et al., 2016).
11.2. Définition des métaux lourds

Les métaux lourds peuvent étre définis comme un groupe de quarante éléments naturels
qui ont un poids atomique élevé et une densité a au moins 5 fois supérieure a celle de I'eau. lls
sont dits dangereux en raison de leur toxicité méme a faibles concentrations. Les contaminants
des métaux lourds les plus courants sont le mercure (Hg), I'arsenic, le cadmium (Cd), le plomb
(Pb), le chrome (Cr), le zinc (Zn) et le cuivre (Cu). En outre, lls sont non biodégradables donc,

ils restent dans I'environnement et les systemes biologiques (Huét et Puchooa, 2017).
11.3. Principales propriétés physico-chimiques des métaux lourds
11.3.1. Solubilité

Le comportement d'un micro polluant est conditionné par sa forme physico-chimique.
Les éléments en trace vont étre plus ou moins mobiles, plus ou moins solubles. Dans I'eau, les
métaux sont présents sous forme d'oxyde ou de sel, selon les métaux d'origine. Les composés
de plomb sont peu solubles, sauf les chlorures. Le chlorure, le nitrate et le sulfate de cadmium
sont solubles dans I'eau, tandis que les sulfures et l'oxyde de cadmium sont pratiquement
insolubles. Les composés insolubles sont de préférence absorbés par les sédiments, d'ou la
présence parfois trés forte de cadmium dans les vases de certaines riviéres, les lacs et les canaux
(Miquel, 2001).

10
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11.3.2. Persistance

Contrairement aux polluants organiques, les métaux lourds ne peuvent pas étre
dégrades biologiquement ou chimiquement, ils sont persistants. Les métaux sont transportes sur
des grandes distances par 1’air ou I’eau sans subis de transformation. Une des conséquences les
plus sérieuses de la persistance des métaux est leur accumulation dans les chaines alimentaires.
Au bout de ces chaines, les métaux peuvent atteindre des concentrations qui sont supérieurs de

plusieurs puissances de dizaines a celles trouvées dans 1’eau ou dans ’air (Beliefert et Perraud,

2009).

11.3.3. Vaporisation

Les métaux lourds possedent une tension de vapeur élevée et un faible point d’ébullition
sont généralement retrouveé dans les gaz et les cendres volantes. Des études ont montré que le
cadmium est le métal le plus volatil et qu’il existe principalement dans les gaz, tandis que le
nickel reste dans les cendres. La vaporisation des métaux lourds analysés diminue dans I'ordre
suivant : Cd > Pb > Zn > Cu > Ni. La majorité des études sur la vaporisation des métaux lourds
a confirmé que le mercure, le cadmium, le zinc et le plomb sont les métaux les plus volatils.
Cependant, la fraction de ces metaux dans les gaz ou dans les cendres volantes dépend de

plusieurs parametres (Said, 2016).
I1.4. Classification des métaux lourds

Les métaux lourds sont des composants naturels qui ne peuvent étre dégradés ou détruits
biologiquement. Les oligo-éléments pour désigner les éléments qui se produisent en faibles
concentrations dans les systemes biologiques naturels sont préoccupés par la détérioration de
la qualité de I’environnement a conduit a un oligo-élément. Les constituants élémentaires de la
vie végétale, animale et humaine peuvent étre classés comme éléments principaux et oligo-
éléments, ce dernier groupe comprenant a la fois des éléments essentiels et des éléments non

essentiels (y compris des éléments toxiques) (Tableau 01) (Asati et al., 2016).
11.4.1. Les métaux lourds essentiels

Ces métaux sont importants pour la vie des organismes vivants et peuvent étre

nécessaires dans la corp en concentrations assez faibles. Cependant, les métaux lourds

11
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essentiels peuvent étre toxiques pour les étres vivants lorsque la concentration dépasse la limite

tolérable pour les organismes dont le Mn, Fe, Cu et Zn sont les plus utilises (Izah et al., 2017).
11.4.2. Les métaux lourds non essentiels

Leurs réles biologiques ne sont pas connus dans les organismes vivants. Ils sont trés
toxiques comme : Le Cd, le Pb et le Hg, tandis que le Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn et Mo sont des
micronutriments ou oligo-éléments pour les plantes. Ils sont essentiels pour la croissance et la
résistance au stress ainsi que pour la biosynthese et les fonctions de différentes biomolécules
comme les glucides, la chlorophylle, les acides nucléiques, les produits chimiques de

croissance, et les métabolites secondaires. (Hazrat et al., 2019).

Ces éléments qui ne présentent pas une fonction métabolique, sont connus comme « non
essentiels » et généralement ont un seuil de concentration beaucoup plus bas pour devenir

toxiques. Dans 1’écosystéme aquatique, les métaux lourds ne sont pas dégrades (Vivien, 2011).

Tableau 01 : Principaux éléments métalliques essentiels et non-essentiels (Hopkin, 1989).

Eléments Oligo-éléments Eléments « Eléments non-
essentiels Essentiels essentiels" essentiels
Majeurs en ultra trace
Calcium, Fer, lode, Cuivre, Lithium, Fluor, Cadmium, Mercure.
Phosphore, Manganeése, zinc, Aluminum, Etain,

Potassium, Soufre | Cobalt, Molybdéne, | Plomb, Zinc.

Magneésium, Sélénium, Chrome,
Chlore, Nickel, Vanadium,
Sodium. Silicone, Arsenic.

11.5. Source des métaux lourds

Une quantité importante de métaux lourds est introduite dans I’environnement par

I’intermédiaire de sources naturelles et humaines (Gouin et al., 2016).

12
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11.5.1. Sources naturelles

Les sources naturelles de métaux lourds comprennent principalement l'altération

géologique, I'érosion des sols et les poussiéres en suspension dans l'air (Shen et al., 2019).

La contribution des volcans peut se présenter sous forme d’émissions volumineuses
dues a une activité explosive, ou d'émissions continues de faible volume, résultant notamment

de I'activité géothermique et du dégazage du magma (David et Tamsin, 2003).

Parmi les importantes sources naturelles, citons I'activité volcanique, l'altération des

continents et les incendies des foréts (Figure 03).

{ Atmosphere
! |
[ Volcans | [ Activité humaine |
l Cours d'eau | R
Estuaires | 4
{ Sol [ Océan |
( Continent [ Sédiment océaniques |

Figure 03 : Cycle géochimique simplifié des métaux lourds (Miquel, 2001).
11.5.2. Sources anthropiques

Le développement humain a toujours €té a I’origine du progres accompli, mais il n’en
va pas sans impacts. Certes, 1’homme a toujours été au contact des métaux de son
environnement naturel, avant d’en faire la matiere premiere de ses outils. Toutefois, au XXéme
siecle sont apparues des pollutions d’origine industrielle, domestique et agricole, liées a

I’augmentation massive de la production des métaux (Bouchouta et al., 2012).

Les métaux provenant d’apports anthropiques sont les métaux lourds comprenant les
activités agricoles, telles que l'application de pesticides et d'herbicides, lI'eau d'irrigation
contaminee, les déchets municipaux utilisés pour la fertilisation, et méme les engrais minéraux
contenant des traces de métaux lourds (Tableau 02). D'autres sources anthropiques de métaux

lourds comprennent I'élimination directe des déchets sur les terres agricoles, les activités

13
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miniéres, l'utilisation du plomb comme anti-accroc dans I'essence, les émissions dues au trafic,
le tabagisme, la métallurgie et la fonte, les bombes aérosols, les rejets d'eaux usées et les

matériaux de construction, tels que les peintures (Onakpa et al., 2018).

La source anthropique englobe les activités pétrochimiques, 1’utilisation de
combustibles fossiles (centrales électriques au charbon, chaudieres, fours a ciment), les activités
industrielles, le transport (véhicules et moteurs routiers et non routiers, embarcations),
(Mckenzie, 1997 ; Gouin et al., 2016).

Tableau 02 : Sources industrielles et agricoles des métaux présents dans I'environnement
(Yahya et al., 2018).

Métal Sources
Fe Pigments et peintures ; le carburant ; raffineries ; textile.
Mn et Zn | Batteries et électricité ; pigments et peintures ; alliages et soudures ;

pesticides ; verre ; les engrais ; raffineurs ; le carburant.

Pb Batteries et électricité ; pigments et peintures ; alliages et soudures ;
pesticides ; verre ; engrais ; raffineurs ; le carburant ; Plastique.

Cd Batteries et électricité ; pigments et peintures ; alliages et solides ; le
carburant ; Plastique ; les engrais

Ni Batteries et électricité ; pigments et peintures ; alliages et solides ; le
carburant ; catalyseurs ; les engrais.

Cu Batteries et électricité ; pigments et peintures ; alliages et solide ; le
carburant ; catalyseurs ; les engrais ; pesticides.

Cr Pigments; les engrais; textile.

11.6. La pollution du milieu aquatique par les métaux lourds

La pollution par les métaux lourds est un probléme mondial qui préoccupe toutes les
régions soucieuses de maintenir leur patrimoine hydrique a un haut degré de qualité. Dans
certains écosystémes, ces produits chimiques peuvent étre a 1’origine de la disparition de
certaines especes animales et/ou végétales et par conséquent, entrainer le dysfonctionnement

de la chaine trophique (Dimon et al., 2014).
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Les métaux présents dans 1’eau peuvent exister sous forme complexes, particules ou en
solutions. Les principaux processus qui gouvernent la distribution et la répartition des métaux
lourds sont la dilution, la dispersion, la sédimentation et lI'adsorption/désorption (Baby et al.,
2010).

La contamination des systémes d'eau de surface par les métaux lourds constitue un
important probléme environnemental des eaux de surface. Les métaux lourds dans les systémes
d'eau de surface peuvent étre d'origine naturelle ou sources anthropiques. En effet, les déchets
industriels, les eaux usées agricoles, les ruissellements et les dépdts atmosphériques sont les
principales sources de contamination de nombreuses eaux de surface (Adesiyan et al., 2018).

Les métaux lourds contaminent les eaux de surface et souterraines, entrainant une
détérioration de la qualité de I'eau potable et de I'eau d'irrigation et peuvent pénétrer dans la
chaine alimentaire humaine, ce qui pose un risque pour la santé humaine. Certains métaux sont
des éléments trés toxiques pour les humains et la vie aquatique, causant des problémes
hépatiques et rénaux en plus des cancérogenes génotoxiques. D'autres sont des éléments
essentiels qui jouent un réle important dans le métabolisme biologique a de trés faibles
concentrations (Adesiyan et al., 2018).

11.7. Bioaccumulation des métaux lourds

Le processus de bioaccumulation dans un environnement aquatique est trés important
en toxicologie (Noél-Anselme et al., 2017). La bioaccumulation est la somme de deux
processus : la bioconcentration et la bioamplification. La bioconcentration est 1’absorption
directe d’une substance par un organisme vivant a partir du milieu (I’eau) par la peau, les
branchies ou les poumons, tandis que la bioamplification résulte de 1’absorption alimentaire.
Les poissons qui filtrent activement des grandes quantités d’eau a travers leurs branchies sont
soumis a une bioconcentration beaucoup plus élevée. En outre, la bioamplification a lieu dans
les organismes predateurs. Les métaux lourds de la proie sont transféres au prédateur (Baby et
al., 2010).

Les métaux lourds qui s’accumulent dans I’environnement et dans la chaine alimentaire
menacent les ressources en eau douce utilisées a des fins de consommation et de loisirs.

S’accumulent a une concentration toxique et causent des dommages écologiques. , Ces métaux
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peuvent affecter sérieusement le biote en vue de leur potentiel de persistance et de
bioaccumulation (Figure 04) (Derradj et al., 2015).
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Figure 04 : Schéma résumant le processus de bioaccumulation ( Hazrat et al., 2019).

11.8. Plomb

Le plomb (Pb) est un métal lourd qui se trouve dans la crodte terrestre sous forme de
métal gris bleudtre (Naranjo et al., 2020 ; Chaouali et al., 2018) utilisé dans plusieurs
industries. Il est facilement moulé et tres résistant a la corrosion, ne se dégrade pas en d’autres
substances, et s’accumule au fil du temps (Tableau 03). Au cours du siécle dernier, le plomb a
contaminé I’environnement a cause de I’activité humaine. Au cours des derniéres décennies, il
est devenu évident que I’exposition aigué et chronique a tous les niveaux est nocive, avec des

effets néfastes sur le développement neurologique et la cognition (Naranjo et al., 2020).

Tableau 03 : Propriétés physico-chimiques du plomb (Miquel, 2001).

Plomb Propriétés
Masse atomique 207.2g/mol
Masse volumique 11.35g/cms
Température de fusion 327°
Température d’ébullition 1740°
Symbole chimique Pb
Minerais d’origine Galéne
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11.8.1. Source d’exposition au plomb
11.8.1.1. Source naturelle

Des petites quantités de plomb atteignent I'environnement de surface par des processus
naturels d'altération et des émissions volcaniques, donnant ainsi une exposition
environnementale de base. Cependant, la présence abondante et répandue de plomb est en
grande partie une conséquence de l'activité anthropique. Les sources naturelles (les émissions
volcaniques, les sources biogéniques, feux de foréts sauvages, et les particules de sol
transportées par le vent) combinées émettent 19 000 tonnes de plomb dans l'air chaque année
(US. EPA, 2006).

11.8.1.2. Sources anthropogéniques

Les sources d’exposition les plus communes représentant un facteur de risque d’une

intoxication au plomb sont :

L’écaillage et la poussiére provenant de la peinture a base de plomb dans les anciens
logements constituent une source importante, surtout chez les enfants. Le plomb peut
s’accumuler dans la poussicre, le sol et les sédiments aquatiques, surtout a proximité des zones

urbaines et des sites miniers et industriels (Naranjo et al., 2020).

L'eau potable peut également étre une source d'exposition au plomb en raison de son
rejet par la surface interne des canalisations en plomb. De plus, l'eau est clairement
fondamentale pour soutenir toute ville ou société et est une marchandise qui doit de plus en plus
étre absolument gérée. Une compréhension globale du cycle de contamination par le plomb est

donc considérée comme cruciale (El Fadeli et al., 2014).

Une activité professionnelle ou de loisir exposant au plomb : restauration de vitraux,
travail des métaux, fabrication de céramiques ou d’objets émaillés (tagines et vaisselles

artisanales) fabrication des objets en plomb (El Hari et al., 2012).

L’alimentation, via la contamination des sols et de I’air par le plomb, Sont en particulier
concernés les aliments qui proviennent des régions irriguées par des eaux usées ou proche des

décharges municipales (El Fadeli et al., 2014).
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11.8.2. Utilisation du plomb

Le plomb est le numéro 2 de la « Liste des 20 premiers cas » de ’ATSDR. Le plomb
est responsable de la plupart des cas d’intoxication aux métaux lourds. C’est un métal trés doux
(Baby et al., 2010). Qui a été utilisé depuis de nombreuses années dans de nombreuses
applications agricoles et industrielles ainsi qu’a des fins domestiques. Un certain nombre
d’activités anthropiques entrainent une augmentation de 1’exposition au Pb, comme

I’exploitation miniére, la combustion de combustibles fossiles et divers procédés de fabrication

(Chaouali et al., 2018).

Des millions de maisons construites avant 1940 contiennent encore du plomb, ce qui
entraine une exposition chronique aux intempéries, aux flocons, a la craie et a la poussiére.
Chaque année, les industries produisent environ 2,5 millions de tonnes de plomb dans le monde.
La révolution industrielle a entrainé de nouvelles utilisations massives et une augmentation
exponentielle depuis un siecle tout en se transformant radicalement. Pendant la premiére moitié
du siécle, le plomb a été utilisé dans I'industrie, I'imprimerie et les pigments de peinture et les
plastiques en PVC, le blindage aux rayons X, la production de verre cristallin et les pesticides.
Dans la seconde moitié du siecle, I'utilisation dominante était liée aux carburants automobiles.
Les organes cibles sont les os, le cerveau, le sang, les reins et la glande thyroide (Baby et al.,
2010 ; Miquel, 2001).

11.8.3. Toxicité du plomb
11.8.3.1. Voies d’exposition
Le plomb peut pénétrer dans I'organisme humain par trois voies :

Voie cutanée : plus rarement ; peuvent étre considérées comme une voie importante

principalement pour les populations professionnellement exposées (Miquel, 2001).

Voie digestive : essentiellement via les aliments et I'eau de boisson ; (Sedki, 2018) La
voie d'exposition la plus courante dans la population non exposée professionnellement est
I'ingestion orale. Des études ont montré que 35 a 50 % de I'absorption du plomb se produit par
I'utilisation d'eau potable avec des taux d'absorption accrus pour les enfants qui sont supérieurs
a50% (Rahman et al., 2018).
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Voie aérienne : (inhalation des poussiéres atmosphériques contaminées). C'est la voie

la plus dangereuse car le plomb atteint directement la circulation sanguine (Sedki, 2018).
11.8.4. Effet du plomb sur ’environnement

Le développement industriel, agricole et urbain s’est accompagné lors des derniéres
décennies de véritables problemes sanitaires liés a la pollution de I’environnement. En effet, les
sociétés industrielles, grandes productrices et consommatrices des métaux, rélargirent dans
I’environnement des quantités considérables des metaux lourds ou des éléments traces
métalliques (ETM) principalement le plomb (Pb), élément susceptible de contaminer
I’environnement (eau, air, sol, végétaux. . .) et d’avoir un impact réel sur la santé humaine

(Chaouali et al., 2018).

Les effets toxiques des oligo-éléments libérés dans l'environnement peuvent étre
inattendus dans le présent alors qu'ils pourraient causer des graves dommages a long terme. Les
composés métalliques restent indéfiniment méme s'ils subissent le cycle de la nature dans la
matiére vivante, et avec les quantités nouvellement extraites viennent s'ajouter a leur stock dans
I'environnement. Ces métaux meritent une attention particuliére en raison de leur permanence
dans les organismes vivants et des phénomenes de concentration qui peuvent se produire dans

certaines chaines alimentaires, conduisant a terme a I'nomme (Sebban et al., 2016).
11.8.5. Effet du plomb sur la santé

Les effets nocifs du plomb sur la santé sont corrélés a I’importance de 1I’imprégnation
dans I’organisme Toutefois, il est aujourd’hui établi que le plomb est toxique pour les enfants,

les femmes enceintes et les adultes, méme a de faibles concentrations (Sedki, 2018).

Le plomb est particulierement dangereux pour le développement du cerveau de I’enfant.
Il peut entrainer une baisse du quotient intellectuel et de la faculté de concentration, des
difficultés d’apprentissage ainsi qu’un risque accru de problémes comportementaux. Il n’existe
pas de seuil d’exposition au plomb qui soit sans danger. Méme un faible niveau d’exposition

peut entrainer des problémes de santé tout au long de la vie (OMS, 2019).

Le plomb est toxique pour de multiples systémes de 1’organisme, dont le systeme
nerveux central et le cerveau, I’appareil reproducteur, les reins, le systéme cardiovasculaire, le

systéme sanguin et le systeme immunitaire (OMS, 2019).
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Le plomb exerce sa toxicité sur de nombreux organes et peut entrainer des symptomes
variés. Les douleurs abdominales et I’anémie font partie des symptdmes les plus fréquents, mais
il n’est pas rare d’observer fatigue, irritabilité, myalgies, insuffisance rénale et troubles
neurologiques. La majorité des intoxications par le plomb est liee a des expositions
professionnelles  (métallurgie, fabrication de batteries et d’accumulateurs) ou
environnementales (canalisations en plomb des réseaux de distribution de 1’eau, peintures a

base de céruse) (Cariou et al., 2013)
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111.1. Généralités sur les biomarqueurs

De plus en plus, les toxicologues environnementaux empruntent au domaine de la
médecine pour prédire la santé et le fonctionnement des écosystemes (Hook et al., 2014). Le
développement historique de I’approche biomarqueur est étroitement li¢ aux avancées en
meédecine et en biologie des vertébrés. De plus, dans la publication du National Research
Council (NRC, 1987 ;1989), Les auteur soulignent que les marqueurs biologiques peuvent étre
utilisés a la fois pour la surveillance biologique et la surveillance de la santé (Amiard et
Claude, 2008). Le terme biomarqueur se réfere a tous les parametres biochimiques, cellulaires,
physiologiques ou comportementaux qui peuvent étre mesurés dans les tissus ou les fluides
d’un organisme ou sur I’organisme entier, pour mettre en évidence 1’exposition a, ou les effets,
d’un ou plusieurs contaminants. Contrairement au domaine de la santé humaine ou des
biomarqueurs sont également utilisés, nous n’inclurons pas les mesures dans les tissus des

contaminants chimiques eux-mémes et/ou de leurs métabolites. (Garric et al., 2010).

Les réponses des biomarqueurs peuvent étre mesurées dans des organismes préelevés ou
déployés sur des sites de terrain, afin d'intégrer les effets des facteurs de stress chimiques et non
chimiques, réduisant ainsi le besoin de scénarios d'exposition complexes en laboratoire (Hook
et al., 2014).

111.2. L’utilisation des biomarqueurs

L’usage des biomarqueurs s’intégre dans les diverses méthodologies utilisées dans

I’étude de I’impact écotoxicologue des polluants (Karray, 2015).

L'utilisation de biomarqueurs dans le but de la biosurveillance des systemes aquatiques
naturels par l'utilisation d'especes bioindicatrices est nécessaire pour mesurer efficacement le
degré d'exposition des organismes aquatiques aux contaminants chimiques, ainsi que
I'importance de l'utilisation de biomarqueurs en complément de I'analyse physico-chimique de
l'eau, cette étude vise a faire le point sur 'utilisation des biomarqueurs dans 1’évaluation de la

santé des écosystemes aquatiques (Dalzochio et al., 2016).
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111.3. Les différentes classes des biomarqueurs

Les biomarqueurs ont été classés selon la mesure dans laquelle ils reflétent I'exposition
a des facteurs de stress environnementaux ou les effets néfastes sur la santé d'expositions a des

contaminants. (Taylor et Maher, 2010).

111.3.1. Biomarqueurs d’exposition

Les biomarqueurs de l'exposition a des contaminants uniques ou multiples avec des
modes d'action similaires peuvent montrer une réponse précoce aux contaminants et sont
généralement spécifiques a une classe particuliere de contaminants, par exemple, les composés
aromatiques fluorescents biliaires (FAC) pour l'exposition au pétrole, ou l'induction de la
protéine précurseur du jaune d'ceuf vitellogénine (vtg) pour les cestrogénes environnementaux

(Hook et al., 2014).
111.3.2. Biomarqueurs d'effets

Des exemples de biomarqueurs d'effets, c'est-a-dire des indicateurs de changements
physiologiques ou biochimiques a la suite d'une exposition. Ces indices peuvent étre des
mesures directes (par exemple, dommages a I'ADN, inhibition de 1’Ache) ou des mesures
indirectes telles que I'impact sur les lysosomes subcellulaires. Théoriquement, un organisme
avec un changement quantitatif dans un biomarqueur d'effet subira une certaine perte de
fitness. Cependant, ces associations peuvent étre difficiles a démontrer quantitativement (Hook
et al., 2014).

111.3.3. Biomarqueurs transcriptomiques qui intégrent I'exposition et les effets

L'incorporation de biomarqueurs transcriptomiques ou génomiques est de plus en plus
reconnue comme une approche puissante qui peut fournir des informations a la fois sur
I'exposition et les voies de blessure (c'est-a-dire les effets biologiques), et ainsi fournir en

quelque sorte un pont entre I'exposition et les effets (Cajaraville et al., 2000).
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111.4. Etude du stress oxydant
111.4.1. Définition du stress oxydant

Le terme « stress oxydatif » a commencé a étre utilisé fréquemment dans les années
1970, mais ses origines conceptuelles remontent aux années 1950 aux chercheurs qui
réfléchissent aux effets toxiques des rayonnements ionisants, des radicaux libres et des effets
toxiques similaires de I’oxygeéne moléculaire, et a la contribution potentielle de ces processus

au phénomene du vieillissement (Hybertson et al., 2011).

Le concept de stress oxydatif dans les maladies signifie qu’un stimulus environnemental
est capable de créer un RL (radical libre) par hasard. Le nombre de « coups » par jour est estimé
a 100 000 provenant des mitochondries a mesure que 1’oxygeéne moléculaire se déplace dans la
chaine respiratoire des électrons et du rayonnement environnemental. Les RL sont caractérisés
par la perte d’une espéce fabriquant des électrons hautement réactifs a d’autres substances
biochimiques entrainant des dommages cellulaires. (Figure 05) (Armstrong et Stratton,
2016). Dans les systémes biologiques, il est la conséquence d’un déséquilibre entre la

production d’espéeces réactives de I’oxygene (ROS) et la défense antioxydante (Diaconu, 2019).
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Figure 05 : La balance d’équilibre de stress oxydatif (Armstrong et Stratton, 2016).

Plusieurs facteurs influencent le stress oxydatif, certains augmentant la production des

ERO comme la consommation élevée d’O2 au cours d’une activité sportive intense
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consommatrice d’énergie, d’autres réduisent les capacités antioxydantes tels que le déficit

enzymatique congénital en G6PD. (Bensakhria, 2018).
111.4.2. Role physiologique de stress oxydant

Le stress a un role écologique important et peut aider a comprendre les interactions
fonctionnelles entre les traits d'histoire de vie. Le stress entraine un certain nombre de
changements physiologiques dans le corps, notamment une altération de I'activité locomotrice
et un comportement exploratoire général (Rahal et al., 2014)

Le role physiologique des ROS est associé a presque tous les processus corporels, par
exemple aux processus de reproduction, irremplacgable dans la phagocytose en tant que I'un
des systemes microbicides importants, ou dans plusieurs réactions biochimiques. Tout stress
émotionnel entraine une diminution du flux sympathique ainsi que de la production d'énergie
des tissus (Rahal et al., 2014)

111.4.3. Les radicaux libres

On définit par le terme de radicaux libres, tout atome, groupe d’atomes ou molécules
qui possede sur son orbital externe un électron célibataire non apparié (Garrel et Bigard,
2017).

Les radicaux libres sont des substances chimiques tres instables, de durée de vie tres
courte (10-9 a 10-6 s) et tres réactives par rapport a leur électron célibataire qui va chercher a
se réapparier. Un radical libre va, en effet, chercher a se stabiliser au détriment des structures

environnantes (Garrel et Bigard, 2017).

Ces ¢lectrons sont animés d’un mouvement de rotation a la fois autour du noyau et sur
eux-mémes. On appelle ce dernier le spin. (Figure 06) Ces mouvements correspondent a une
énergie importante qui rend ces composés instables, c¢’est-a-dire trés réactifs avec les éléments
voisins. Dans la matiére, ces électrons sont le plus souvent stabilisés grace a la formation de

couples ou paires d’électrons (Leverve, 2009).
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Figure 06 : La formation des radicaux libres (Pillou, 2014).

En les étres vivants, les radicaux libres proviennent principalement de 1’oxygéne et de
I’azote. Ceux-ci radicaux libres peuvent réagir chimiquement avec des lipides, des protéines,

des glucides et des acides nucléiques (Gutiérrez-Salinas et al., 2014).
111.4.4. Les antioxydants cellulaires et le systéme de défense :

Le concept d’antioxydant biologique désigne tout composé qui, lorsqu’il est présent a
une concentration inférieure a celle d’un substrat oxydable, est capable de retarder ou
d’empécher I’oxydation du substrat. Ces fonctions impliquent une diminution du stress
oxydatif, des mutations de I’ADN, des transformations malignes, ainsi que d’autres parametres
des dommages cellulaires (Pisoschi et Pop, 2015). Ceux-ci peuvent étre divisés en 2 catégories

: enzymatiques et non enzymatiques (Birben et al., 2012).

L’antioxydant enzymatique comprennent la superoxyde dismutase (SOD), qui détoxifie
I’ion superoxyde, la catalase et le systéme de peroxydase GSH, les peroxyd-oxyxines, qui
inactivent le peroxyde d’hydrogeéne (H202), et la glutathion peroxydase, dont la fonction est
de détoxifier les peroxydes cellulaires. (Figure 07) De plus, la céruléoplasmine et la ferritine
aident a éliminer les métaux, comme le fer, qui favorisent les réactions oxydatives (Ha et al.,
2010).
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Figure 07 : Systeme de défense enzymatique (Kunwar et priyadarsim, 2011).

Il existe également des antioxydants non enzymatiques de faible poids moléculaire,

comme le GSH, la vitamine E, ascorbate (vitamine C), vitamine A, ubiquinone, acide urique et

bilirubine. (Figure 08) (Ha et al., 2010).
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Figure 08 : Les défenses antioxydantes : systémes non enzymatiques (Leverve, 2009)

I11.5. Les biomarqueurs étudiés

111.5.1. Catalase

Le peroxyde d’hydrogene qui est produit par I’action de SODs ou 1’action d’oxydases,

comme la xanthine oxydase, est réduit a I’eau par la catalase et le GSH-Px (Birben et al., 2012).

La catalase se trouve principalement dans les peroxysomes ; elle catalyse une réaction

entre deux molécules de H202, entrainant la formation d’eau et d’O2 (Ha et al., 2010).

2 H202
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Il existe sous la forme d’un tétramére composé de 4 monomeres identiques, chacun
contenant un groupe hémique au site actif. Coordonné a 1’eau et le composé I (fer complexé
avec un atome d’oxygene). La catalase lie également le NADPH en tant qu’équivalent réducteur
pour prévenir I’inactivation oxydative de La dégradation du H202 s’effectue par la conversion
entre 2 conformations de catalase-ferricatalase (fer I’enzyme (formation du composé II) par
H202 comme il est réduit a I’eau. (Birben et al., 2012).

111.5.2. Glutathion s-transférase (GST)

Les GST une autre famille d'enzymes antioxydantes, inactivent les métabolites
secondaires, tels que les aldéhydes insaturés, les époxydes et les hydroperoxydes. Trois grandes
familles de GST ont été décrites : la GST cytosolique, la GST mitochondriale et la GST
microsomale associée a la membrane qui joue un réle dans le métabolisme du GSH. Sept classes
de cytosolique sont identifiées chez les mammiferes, désigné Alpha, Mu, Pi, Sigma, Beta,
Omega et Zeta. Dans des conditions non stressées, les GST de classe Mu et Pi interagissent
avec les kinases Askl et JNK, respectivement, et inhibent ces kinases. Il a été montré que
GSTP1 se dissocie de JNK en réponse au stress oxydatif. GSTP1 interagit également
physiquement avec PRX VI et conduit a la récupeération de l'activité de I'enzyme PRX via la

glutathionylation de la protéine oxydée (Birben et al., 2012).

L’analyse comparative détaillée de la séquence d’acides aminés et de la structure des
isoenzymes cytosoliques de la TPS, compte tenu de la présence de certains résidus d’acides
aminés dans leur site actif, a permis leur division en deux sous-groupes : Y-GST, isoenzymes
utilisant un résidu de tyrosine pour I’activation de GSH (classes a, p, @ et 6), et S/C-GST,
isoenzymes liant GSH par une sérine (classes ¢, t, 6 et ) ou un résidu de cystéine (classes [ et
o) (Kalinina et al., 2014).

111.5.3. Le glutathion (GSH)

Le glutathion, un tripeptide formé de glutamate, de glycine et de cystéine avec un groupe

thiol actif, est impliqué dans la formation de liaisons disulfures (Armstrong et Stratton, 2016).
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Figure 09 : La structure chimique de glutathion (Birben et al., 2012).

Le glutathion est I’'un des principaux composés intracellulaires de faible poids
moléculaire qui est synthétisé dans presque toutes les cellules eucaryotes. En raison de sa
structure et de sa forte concentration intracellulaire, le GSH agit comme antioxydant et est
également impliqué dans le maintien du statut redox cellulaire, dans le travail du systéeme de
désintoxication, dans la synthése des eicosanoides, et dans la régulation de nombreux
mécanismes de signalisation cellulaire, y compris la régulation du cycle cellulaire, I’expression
des génes et 1’apoptose. Le glutathion est présent dans la cellule principalement sous forme
réduite, tandis que la teneur en glutathion du GSSG ne dépasse pas 1% de sa teneur
intracellulaire totale. Environ 85a90% du GSH se trouve dans le cytoplasme, mais une partie
du GSH apres synthése dans le cytoplasme se trouve dans les mitochondries, le noyau, les
peroxysomes, et réticulum endoplasmique (Kalinina et al., 2014).

Le rapport GSH/GSSG est un déterminant majeur du stress oxydatif. Le GSH montre
ses effets antioxydants de plusieurs fagons. Il détoxifie le peroxyde d’hydrogéne et les
peroxydes lipidiques par I’action du GSH-Px. GSH donne son électron a H202 pour le réduire
en H20 et O2. Le GSSG est a nouveau réduit en GSH par la réductase GSH qui utilise le
NAD(P)H comme donneur d’électrons. Les GSH-Pxs sont également importants pour la
protection de la membrane cellulaire contre la peroxydation lipidique. Le glutathion réduit
donne des protons aux lipides membranaires et les protege des attaques oxydantes (Birben et
al., 2012).

111.5.4. Malondialdéhyde (MDA)

Malondialdéhyde (MDA) ou 1,3-propanedial (OHC-CH2-CHO) ; C3H402 ; est un
composé solide (fusion point, 72-74 °C), facilement libéré, soluble dans 1’eau, méthanol et
éthanol, modérement solubles dans le chlorure de méthyléne et insolubles dans le diéthyle éther.
Le MDA authentique n’est pas disponible sur le marché. A partir de précurseurs disponibles

dans le commerce comme le 1,1,3,3-tétraéthoxypropane par hydrolyse catalysée acide. En

28



Syntheése bibliographique Chapitre 11 : Les biomarqueurs

solution aqueuse, le MDA existe sous deux formes avec deux valeurs UV en fonction du pH :
la longueur d’onde d’absorption maximale est 245 nm pour pH3 et 267 nm pour pH>7 (Tsikas,
2017).

Le malondialdéhyde est un produit final de la décomposition oxydative d’origine
radicale des acides gras polyinsaturés et, par conséquent, il s’agit d’un biomarqueur

fréguemment mesuré du stress oxydatif (Giera et al., 2012).

Hamberg et Samuelsson ont identifié la MDA au moyen de la réaction au TBA, ainsi
que sous la forme de 8-N-2(pyrimidinyl)-L-ornithine aprés avoir réagi a la MDA avec la L-

arginine dans des conditions acides fortes (Tsikas, 2017).
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I.1.Provenance des échantillons

Ce travail a été mené sur la carpe commune (Cyprinus carpio. L); ces carpes

proviennent d’un concessionnaire en aquaculture de Sétif (Hammam Sokhna).

Selon le témoignage des concessionnaires, elles ont été péchées du lac-Oubeira (EL-
Kala) de petites tailles, subissant un grossissement (élevage) a la ferme aquacole privé de
Hammam —Sokhna (Sétif). Les individus de la carpe (14 individus) ont été achetés durant le
mois de janvier 2021. Puis transportées dans des bacs tout en brassant 1’eau de temps a autre
parce que les carpes disposent d’une vessie gazeuse qui lui permet de respirer quelques heures
sans eau. Arrivées au laboratoire de 1’université (SNV Université 1955 Skikda) (Photo 01), les
carpes sont installées dans de grands aquariums puis nous avons identifié I’espéce et la sex-
ratio a I’aide des clés d’identification (FAO, 2000), Les spécimens de Cyprinus carpio. L sont

majoritairement des males.

Photo 01 : Les échantillons au laboratoire (SNV-université ao(t 1955-skikda).
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I.1.1. Présentation de de lac-Oubeira (EL-Kala)

Le lac Oubeira est un lac d’eau douce naturel endorhéique situé dans le nord-est de
1’ Algérie, dans le parc national El-Kala (PNEK) créé en 1983 et a une altitude moyenne de 25
m au-dessus du niveau de la mer. Il s’agit du premier lac d’eau douce d’Algérie, d’une

superficie estimée a 2200 ha et d’une profondeur maximale d’environ 4m (Sehili et al., 2020).

Les coordonnées géographiques au centre du plan d’eau sont (Lat. 36 50’E; Long. 8 23’

N) (Figure 10) ; il est alimenté par quatre cours d’eau :

° I’oued Demnet Rihana au Nord ;

° 1’oued Boumer chene au Nord-Est ;

) I’oued Dey L’Graa a I’Est ;

. et ’oued Messida au Sud. (Djabouri et al., 2014).
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Figure 10 : Situation géographique de la zone d’échantillonnage de lac oubeira (Al

kala) (Google Maps, 2021).

1.1.2. Principe De L’essai

Les poissons sont exposés au produit chimique testé pour une période de 96 heures en
conditions statiques, semi-statiques ou d’écoulement-traversant. Les mortalites, et les
anomalies visibles relatives a 1’apparence et au comportement sont enregistrées. Dans la mesure

du possible, les concentrations qui tuent 50 % des poissons (CL50) sont déterminées. La carpe
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commune (Cyprinus carpio. L) est I’'un des poissons faciles a transporter résistant aux

conditions difficiles.
1.1.3. Choix des métaux

Dans cette étude on s'intéresse a un élément métallique : le dioxyde de plomb (Pb O2),
Ce choix a été motivé par la grande persistance dans I'environnement, sa faculté a s'accumuler
dans les tissus adipeux des organismes vivants et se propager le long de la chaine trophique, en
plus de sa toxicité potentielle pour les écosystemes et santé humaine, qui constitue une

préoccupation mondiale.
I.1.4. Critéres de validité de I’essai

Les critéres de validité de I’essai sont les suivants :

1) Dans le témoin (t¢émoin avec I’eau de dilution, témoin avec solvant), la mortalité ne
doit pas dépasser 10 % (soit un poisson, si moins de 10 poissons témoins sont testés) a la fin de

I’exposition ;

2) La concentration d’oxygene dissous est > 60 % de la valeur de saturation en air dans

tous les récipients d’essai pendant toute la durée de I’exposition ;

1.1.5. Description de la méthode
I.1.5.1. Récipients d’essai

Des aquariums en verre monobloc ont été congus pour cette expérience. Les dimensions
des récipients sont suffisamment grandes pour éviter aux poissons tout stress (autre que celui
causé par le produit chimique testé) et pour satisfaire aux critéres de taux de charge indiqués au
(OCDE, 2019). Les récipients d’essai sont placés de maniére aléatoire dans la zone d’essai et
protégés des perturbations indésirables (bruit excessif, vibrations, lumiére (OCDE, 2019)
(Photo 02).
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Photo 02 : La mise en place de I'Aquari- expérimentation (Cliché Personnels. Laboratoire SNV-
université du 20 ao(t 1955).

1.1.5.2. Choix de matériel biologique (Bio-essaie)

L'espece cyprinidés : (Cyprinus carpio. L) a été choisie en raison de sa valeur nutritionnelle, et
de sa considération comme aliment tres consommable par de nombreuses populations. Ces
especes de poissons sont facilement accessibles, faciles a entretenir, et la plupart d’entre elles
sont utilisées depuis longtemps dans les essais de sécurité des produits chimiques. Elles peuvent
étre élevées et se reproduire dans des fermes aquacoles ou en laboratoire, ou elles sont protégées

des maladies, fournissant des animaux sains de provenance connue pour les essais.

1.1.5.2.1. Age et taille des poissons

Les poissons Juvéniles, proviennent de la méme source et de la méme population dans
un souci d’uniformité (Tableau 5). Les poissons sont du méme age (estimer d’apres leur taille)
ayant une apparence normale.

Tableau 05 : Taille en (cm) des Cyprinus carpio envisagés pour I'expérimentation).

Aquariums Taille (cm)

Aquariums témoins 26
20

Aquariums A 30
30
30

30
Aquariums B 25
23
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20
24
Aquariums C 40
40
30
30

1.1.5.2.2. Maintenance des poissons

Tous les poissons sont conservés au laboratoire pendant au moins neuf jours avant d’étre
utilisés. Les 48 premicres heures constituent une période d’installation. Ensuite, les poissons
sont acclimatés pendant au moins sept jours (48 heures d’installation + sept jours
d’acclimatation = neuf jours) dans une eau similaire a 1’eau servant a 1’essai immédiatement

avant le début de I’essai. La conservation des poissons doit se faire dans les conditions

suivantes :
o Photopériode : adaptée a 1’espéce ;
o Température : adaptée a 1’espece ;
. Concentration d’oxygéne : au moins 80 % de la valeur de saturation de I’air ;
o Alimentation : trois fois par semaine ou quotidiennement jusqu’a 24-48 heures

avant le debut de I’exposition. La nourriture peut étre donnée a satiété. Les surplus de nourriture
et les féces doivent étre retirés en tant que de besoin pour éviter I’accumulation de déchets.
Pendant la période d’acclimatation, on note la mortalité et on applique les critéres suivants :

X Mortalité supérieure a 10 % de la population en (07) sept jours : rejet du lot
entier. Mortalité entre 5 et 10 % de la population : acclimatation poursuivie pendant (07) sept
jours supplémentaires et s’il y’a plus de 5% de mortalité pendant la seconde période des sept
(07) jours, le lot entier est rejeté.

X Mortalité de moins de <5 % de la population en sept jours : acceptation du lot.

Etant donné que le taux de mortalité est Zéro, nous avons accepté tout le lot.

1.1.5.2.3. Eau (eau de dilution, milieu d’essai)

L’eau tilisée une eau reconstituée propre (ISO, 1996), bien que de 1’eau potable
déchlorée puisse également étre utilisee si nécessaire. L’eau est de qualité constante pendant

toute la durée de I’essai. La qualité de I’eau est considérée comme bonne du moment que les
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poissons survivent pendant toute la durée de 1’¢élevage, de I’acclimatation et de 1’essai sans
montrer de signes de stress. La dureté totale et le pH doivent se situent dans la plage optimale

pour carpes.

1.1.6. Procédure de I’expérience
1.1.6.1. Conditions d’exposition
Durée : 96 heures.

Chargement : Nous avons mis, une charge maximale de 0.8 g de poids frais/L selon les
recommandations de (I’OCDE 2019), soit (04) quatre individus pour chaque aquarium de 70 L
avec un débit de cing volumes par 24 heures, un total de 50 L passe dans la cuve en 24 heures.

Avec 250 g de poisson).

Lumiére : Elle est située dans les plages de photopériode spécifiées pour les carpes
testées une intensité de 10-20 puE/m2/s, 540-1 000 lux ou 50-100 fc (niveaux ambiants du
laboratoire).

Température : La température de I’eau ne doit pas varier de plus de 21°C et 25 °C entre
les récipients d’essai ou d’un jour sur I’autre a tout moment pendant I’exposition, et elle est

située dans les plages de température spécifiées pour les carpes testées.

Concentration d’oxygéne : I’oxygénation est effectuée pas moins de 60 % de la valeur
de saturation de 1’air, a condition que cela n’entraine pas une perte significative de produit

chimique teste,

Perturbation : les perturbations (vibrations ou bruit excessifs, par exemple) qui
pourraient modifier le comportement des poissons sont évitées ou réduites autant que possible.
Concentrations expérimentales : Pour I’essai (Tableau 04), on a utilisé trois concentrations

a savoir : 2 mg/l, 10 mg/l et 20 mg/l (Rufli et Springer, 2011).
Tableau 04 : Differents doses servant aux bio-essaies.

Pb O2 CL [10] CL [50] CL [90] Références

Aquarium
témoin

Aquarium A 2mgl/l
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Rajeshkumar,
Aquarium B 10 mg/I et Li, 2018

Aquarium C 20 mg/l

Apres les 96 h d’exposition, les carpes sont retirées des aquariums et mises dans un emballage,
étiquetées puis congelées. Les carpes congelées ont été transportées au laboratoire de
I’université de Jijel dans une glaciere vers le début du mois d’Avril ou nous avons effectu¢ les

différentes analyses.
1.2. Analyses effectuées

Les différentes analyses effectuées au laboratoire sont représentées dans ce diagramme

(Figure 11) Cyprinus

carpio. L

Analyse au
laboratoire

Fraction S9 Métaux lourds

MDA GST GSH CAT Plomb

NN\ N

Métabolites

Protéines Lipides Glucides

Figure 11 : Schéma récapitulatif expliquant les différentes analyses effectuées sur les carpes.
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1.3. Dosage des métabolites

1.3.1. Préparation des échantillons

Le tissu de chaque individu (le foie, les branchies et les muscles), aprés pesés, sont met
dans des tubes eppendorfs additionné de 1ml de TCA (20%) puis étiquetés et conserves au

congélateur en attendant les dosages.
1.3.2. Extraction des métabolites

L’extraction des métabolites des échantillons a été réalisée selon le procédé de (Shibko
et al, 1966), les fragments de I’échantillon additionné de 1ml TCA (20%) sont broyés
manuellement a 1’aide d’un mortier. Le broyat est centrifugé a 5000 trs/min pendant 10
minutes, ce qui permet I’obtention du surnageant I qui renferme des glucides. Le culot I est
ensuite additionné de Iml d’éther/chloroforme (1V/1V). Une deuxiéme centrifugation est
réalisée a 5000 trs/min pendant 10 minutes permettant ainsi 1’obtention du surnageant II qui
contient les lipides, tandis que le culot 1, dissout dans 1ml de NaOH (0.1N), sera utilisé pour

le dosage des protéines totales (Figure 12).
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: Tissu animal 1

Broyage Broyage
Centrfuiatlon 10000tour/min ; 15 min Cyn 5000t0u<; 10 min
Surnageant | Culot I+ 1ml Surnageant |
Ether/Chloroforme
Centrifugation 5000 tour/min ; 10 min
Surnageant |1

Goldworthyet Duchateau et
Bradford, 1976 etal., 1972 Florkin., 1959

Figure 12 : Extraction et dosage des métabolites (Shibko et al., 1966).

a- Dosage des glucides

Le dosage des glucides a éeté réalisé selon la méthode de Duchateau et Florkins (1959)
cette méthode repose sur les propriétés chimiques spécifiques des oses. Une voie trés générale
est la déshydraration des groupements hydroxyles a chaud dans un milieu acide conduisant a la
formation intermédiaire de furfural pour les pentoses et de 5-hydroxyméthyl furfural pour les
hexoses (Dauvillier, 1998).
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Cette méthode utilisant 1’Anthrone comme réactif (annexe A-1), Les dérivés
furfuraliques condensés a 1’Anthrone donnent des composés bleu-vert dont 1’absorption est
mesurée a 620 nm (Dauvillier, 1998), en utilisant comme standard le glucose (2g/ml). La

courbe d’étalonnage a été réalisée a partir du (Tableau 05).

Tableau 05 : Réalisation de la gamme d’étalonnage des glucides.

Tubes Blanc 2 3 4 5 6
Glucose (ul) 0 100 200 300 400 500

Eau distillée (ul) 500 | 400 | 300 | 200 | 100 0

Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

Quantité des glucides (ug) 0 100 200 300 400 500

Les glucides des échantillons ont été dosés dans une aliquote de 100 pl d’extrait

glucidique, additionné de 4 ml d’ Anthrone, chauffé au bain-marie a 80°C pendant 10 minutes.

b- Dosage des lipides

La quantification des lipides a été faite selon la méthode de Goldsworthy (1972). Les
lipides développent a chaud avec 1’acide sulfurique concentré un complexe rose dont I’intensité
de coloration est mesurée a une longueur d’onde de 530 nm qui est proportionnelle a la

concentration des lipides.

La solution mere de lipide est préparée en utilisant I’huile de tournesol qui contient plus
de 85% de triglycérique ; 25mg I’huile sont pesés dans un tube eppendorf, et repris dans 10ml
d’un mélange Ether/Chloroforme (1V/1V) la courbe d’étalonnage est réalisée a partir de
(Tableau 06).

Tableau 06 : Réalisation de la gamme d’étalonnage des lipides.

Tubes Blanc 2 3 4 5 6
Solution mere de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Ether /Chloroforme (ul) 100 80 60 40 20 0
Acide sulfurique (ml) 1 1 1 1 1 1
Vanilline (ml) 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Quantité des lipides (ug) 0 50 100 150 200 250
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Une aliquote de 100 pl de I’extrait lipidique a été additionné de 1ml d’acide sulfurique
concentré (98%). Aprés agitation, les tubes sont chauffés a 100°C pendant ~ 10min,  apres
refroidissement, prendre 200 ul de chaque tube puis additionner 2.5 ml de vanilline (annexe A-

2). Apreés 30 minutes d’incubation a I’obscurité, faire la lecture.

c- Dosage des protéines

La technique utilisée est celle décrite par Bradford (1976), c’est un dosage
colorimétrique basé sur le changement d’absorbance a une longueur d’onde 595 nm ; se
manifestant par le changement de la couleur du bleu brillant de Coomassie (BBC :
G250) ;(annexe A-3) apres des liaisons avec les acides aminés aromatique (tryptophane,
tyrosine et phénylalanine) et les residus hydrophobes des acides aminés présents dans les
protéines. Le changement d’absorbance est proportionnel a la quantité du colorant lié, indiquant

donc la concentration en protéines dans 1’échantillon.

La réalisation de ce dosage nécessite 1’élaboration d’une gamme d’étalonnage des
protéines standards. Les résultats sont exprimés en équivalent-albumine (1’albumine de sérum
du beeuf BSA 2mg/ml) produit de référence servant a la standardisation (Dauvillier, 1998), la

courbe d’étalonnage est réalisée a partir du (Tableau 07).

Tableau 07 : Réalisation de la gamme d’étalonnage des protéines.

Tubes Blanc 2 3 4 5 6

BSA (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

Quantité des protéines (u1g) 0 200 400 600 800 1000

Les proteines des echantillons ont été dosée dans une aliquote de 100 pl additionné de
4ml de BBC. La lecture des absorbances a été effectuée a 595 nm contre un blanc a 1’aide d’un

spectrophotometre.
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1.4. Dosage des métaux lourds
1.4.1. Analyse des métaux traces par spectrométrie d’absorption atomique SAA

La spectrométrie d’absorption atomique s’applique a D’analyse quantitative et
qualitative d’environ 70 ¢léments. Sa solubilité couvre un domaine qui s’étend de la ppm au
ppb. Sa rapidite, sa simplicité, sa sélectivité exceptionnellement élevée et le cout moderé de son

appareillage constitue autant d’atouts supplémentaire de la méthode Skoog et al (1997).

Le principe de la SAA est le phénoméne nommée absorption par résonance dans le gaz :
si I’on fait passer un rayonnement lumineux polychromatique a travers un gaz a 1’état d’atomes
dispersés, Une lampe a cathode creuse (LCC), ayant pour cathode 1’¢lément étudié, produit un
spectre d’émission caractéristique de 1’¢lément sous ’effet d’une décharge électrique. Sur le
parcours du rayement se situé un atomiseur (unité permettant le passage a 1’état d’atome)
contenant 1’échantillon a analyser a 1’état gazeux dont les atomes absorbent dans le domaine de
résonance. L’intensité de la lumiére primaire sera donc atténuée les raies spectrales qui ne sont

pas absorbées, ne sont pas atténuées (Schwedt, 1993).

La chaleur I’état gazeux nécessaire pour faire passer 1’échantillon a 1’état gazeux est
générée par une flamme (la SAA de flamme analyse seulement les solutions). Un atomiseur de
flamme consiste en un nebuliseur qui convient I’échantillon en un aérosol, qui est alimenté dans

le bruleur.

L’atomisation se produit dans la flamme qui est habituellement alimentée par
’acétyleéne et du protoxyde d’azote (N20-C2H2) 3100k ou de I’air comprimé (air-C2Hz) 2500k
(OIML, 1991).

Les solutions de référence sont préparées des solutions pures (Cadmium chloride in
water (100 mg/Cd) ; Lead standard (100mg/Pd) Lead Il nitrate in water Pb (NO3)2-Pb (NO3)2)
achetées pour 1’absorption atomique par Merk. La lampe cathiodique émet son rayonnement au

travers d’une lentille focalisant le faisceau au travers de la flamme.

Un monochromateur recoit le signal et mesure I’absorbance. L’échantillon en solution

est aspiré par un capillaire dans la chambre d’injection qui conduit au bruleur (Schwedt, 1993).

L’absorbance obéit a une loi de proportionnalité du type de loi de Beer-Lambert :
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Abs=KLN,
Ou:
K : coefficient d’absorption ou de la section de capture d’un photon ;
L : longueur du chemin optique dans I’atomiseur ;

N, : nombre d’atome d’atomes a 1’état fondamental par unité de volume dans 1’atomiseur.

L’appareil utilisé dans notre travail est du modele AA-6200 (SCHIMADZU-CORPORTION)
caractérisé par une limite de détection (concentration d’un ¢lément qui donne un signal égal a
trois 1’écart type du bruit de fond) varie de 0.001 a 0.02 ppm avec une exactitude de 1a 2%

d’erreur relative.

Photo 03 : Spectrophotométre d’absorption atomique au laboratoire. (Universit¢é Mohammed

Seddik Ben Yahia - Jijel).

1.4.2. Dosage des métaux dans le foie, les branchies et les muscles de la carpe

Les organes de carpe congelés auparavant sont décongelés puis portés a I’étuve a 105°C
pendant 48 heures pour les faire séchés totalement, la matiere séchée est ensuite broyée puis
tamisée sur des mailles de 2 mm .La poudre ainsi obtenue va subir une digestion non humide
avec de I’eau régale (HCL/HNO3, 3V/1V) ; cette technique consiste en une digestion de la
matic€re organique dans un milieu trés oxydant puisqu’on ne peut faire appel a des catalyseurs

minéraux, I’opération est brutale, présente des risques mais elle est rapide et a la fin le milieu
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de minéralisation renferme la totalité des éléments minéraux en solution, sans risque de perte

par volatilisation (Dauvillier, 1998).

Dans un ballon, un gramme de I’extrait sec en poudre est additionné de 16 ml de 1’eau
régale puis porté a I’ébullition sous la haute dans un bain de sable. Au cours de cette phase,
I’évaporation des acides s’accompagne du dégagement d’une fumée brune indiquant que la
digestion de la matiére organique n’est pas terminée, nous veillons alors a rajouter 12 ml lorsque
le contenu du ballon atteint 2 a 3 ml. Au fur et a mesure la couleur de la fumee devienne
blanchatre ce qui prouve que la minéralisation est terminée. On laisse 1’opération se poursuivre
jusqu’a I’obtention d’un résidu de 3 & 4 ml qui sera filtré sur papier puis complété a 25 ml par
I’eau bidistillée. Une deuxiéme filtration s’effectue sur membrane (pore de 4-5um), le filtrat
final est conservé a froid (4 a 8°C pendant 30 jours au maximum) dans des flacons en
poluéthyléne pour éviter tout transfert ou diffusion de minéraux entre I’emballage et la

préparation dans un sens ou dans un autre.
N.B : toutes ces étapes doivent se dérouler sous la hotte.

La concentration des éléments en (ug/g) de tissu égale a la concentration lue (ug/l) en
ppm divisée par la masse de 1’échantillon multipliée (Ie volume total de 1’échantillon mois le

volume de I’échantillon acide apres la digestion).

[Métaux ug/g| = ppm]
&/8 1g * (Vtech - Vtech acid)

Ou :
19 : la masse de la prise d’essai.

Vt ech : volume total de 1’échantillon 25ml.

Vt ech acid : volume total de 1’échantillon aprés la digestion= 3 ml.

1.5. Les biomarqueurs du stress oxydant
1.5.1. Extraction de la fraction « S9 »

Les dosages enzymatiques (relatifs aux suivis de biomarqueurs de stress et de
neurotoxicité) nécessitent que les tissus biologiques fassent I’objet préalable d’une

homogénéisation et d’un fractionnement subcellulaire. L’ensemble de ces procédures se

43



Partie expérimentale Chapitre | : Matériel et méthodes

déroulent dans un tampon adapté dont la composition est la suivante : tampon phosphate 100
Mm (8.44 ml), glycérol 20% (1.56) et phénylméthanesulfonylfluoride (PMSF) 0.2 Mm (2ul).

Une fois I’organe prélevé, il doit donc étre placé dans un tube lequel un volume

déterminé de ce tampon aura préalablement étre dépose (environ 500 pl pour 100 mg de tissu).

Le broyage des tissus doit étre réalisé directement dans un tube ou il se trouve, et cela
afin d’éviter une perte trop importante de matériel lors de transvasements successifs. La vitesse
de rotation de ’homogénéisateur doit étre assez faible pour ne pas réchauffer I’échantillon mais

suffisante pour minimiser le temps de broyage et ainsi éviter une détérioration de I’échantillon.

Une fois les tissus correctement homogénéisés dans le tampon, on procede a leur

centrifugation (15min ; 10 000 g ; 4°C) en vue de 1’obtention de la fraction dite « S9 ».

La fraction S9 est en effet utile pour 1’é¢tude du métabolisme cellulaire puisqu’elle
contient les enzymes microsomales et cytosoliques. Une fois cette fraction obtenue, elle est
aliquotée (généralement en deux aliquots) et stockée a -20°C jusqu’a quelques semaines avant

I’analyse (Barillet, 2007).
1.5.2. Dosage de I’activité de catalase

Les catalases sont présentes dans un grand nombre de tissus, ce sont des enzymes
tétramétriques a groupement héme. Ces enzymes interviennent dans la défense de la cellule
contre le stress oxydant en catalysant la dismutation du peroxyde d’hydrogéne (H202) toxique

en eau et en oxygene (Regoli et Principato, 1995).

L’activité catalase est mesurée a I’aide d’un spectrophotometre a une longueur d’onde
de 240 nm par la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde
d’hydrogéne en faisant réagir dans le tampon phosphate (100 mM ; PH 7.5), selon les étapes

suivantes pendant 1minute :

780ul tampon phosphate (0.1M ; PH 7.5).
200l H202 (0.5).
20l homogénat.

DN N NN

La lecture aprés 15sec durant 1min.
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A une température d’incubation de 25°C. Les résultats sont exprimés en pmole d’H202

par minute dans un mg de protéines.

Pour le blanc on utilise 800ul de tampon phosphate (0.1M ; PH 7.5) et 200ul H202
(0.5).

L’activité de la catalase décroit rapidement, il est important de mettre toujours le méme
temps entre le pipetage et le moment de la lecture qui se fait aprés 15 secondes de mesure.

L’activité CAT est calculée par la formule suivante :

ADO =10
(ExL=*x%0.05)

Activité CAT (umol/min/g mg de port) =
Ou:
DO : densité optique ;
L : longueur de la cuve utilisée

X : la lecture des ¢ protéines ;

& : coefficient d’extraction= 0.004mM™".cm™.

1.5.3. Dosage de glutathion (GSH)

Le glutathion ou y-L-cystéinglycine est un tri-peptide. Grace a son groupement SH libre,

le glutathion constitue le principal antioxydant propre a la cellule.

Pour le dosage du glutathion (GSH) sanguin, nous avons utilisé la méthode
colorimétrique d’Ellman (1959) modifiée, par le réactif acide5, 5'-Dithiobis2-nitrobenzoique
(DTNB), Le principe de la réaction consiste a I’oxydation du GST par le DTNB, ce qui libere
I’TNB).

La concentration du glutathion sanguine est mesurée selon les étapes suivantes :

230 pl de DTNB (10mM).
250 ul de tampon phosphaté (0.1M, pH=8).
Ajoutée 20 pl de la source enzymatique.

Laisser le mélange pendant 15 min d’incubation.

AN NN N

La lecture de la densité optique est effectuée.
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Le taux du GSH est déduit a partir d’'une gamme ¢étalon de glutathion (100mM), 50Mm,
25mM, 12.5Mm) (Tableau 8) (Annexes C- 4).

Tableau 8 : Réalisation de la gamme étalon de GSH.

Tubes Blanc 2 3 4 5
(OMm) | (1.25mM) | (2.5 mM) (5 mM) (10mM)
Solution mere (GSH) (ul) 0 12.5 25 50 100
L’eau distillée (ul) 50 25 25 25 0
Tampon phosphate (pl) 250 250 250 250 250
DTNB (ul) 230 230 230 230 230

Préparation dans les mémes conditions que le dosage et les concentrations sont exprimés en

millimole de glutathion par gramme du sang (Ellman, 1959).

1.5.4. Dosage de I’activité de la glutathion-S-transférase (GST)

Les glutathion S-transférase (GST) sont des enzymes de métabolisation, dont la fraction
est de conjuguer a une molécule de glutathion (qui posséde un groupement nucléophile —~SH)
une grande variété de substrats (porteurs de groupements électrophiles) pour permettre leur
élimination (Habig et al., 1974).

L’activité de la GST est déterminée comme suit :

850 ul de tampon phosphate (0.1M ; pH 6.5).

50 pl du CDNB (20mM).

Incubation du mélange réactionnel & 37°C pendant 10 min.
v 50 pl du glutathion.

ANERNERN

L’activité de la densité optique est lue chaque minute pendant 5 min a 340 nm. On fait

les calculs de ’activité GST selon la relation suivante :

AD X Vt

Taux de GST (Ul/ml) = 9.6 X Vs X Prot
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Prot : protéine.
V1 : volume total (en millilitres) de 1’essai.

9.6 : coefficient milli-molaire du glutathion-1-chloro-2.4-dinitrobenzéne conjugué a
340 nm.

Vs : volume (en millilitre) de I’enzyme utilisée.

N.B : Le mode de préparation de chaque solution et tampon est noté dans 1’annexe selon la

chronologie des dosages.
1.5.5. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

Le dosage du malondialdéhyde (MDA) a été réalisé selon la méthode de Draper et
Hadley (1990). Elle est basée sur la mesure colorimétrique de la réaction entre 1’acide
thiobarbiturique (TBA®° avec la mlondialdéhyde, composé issu de la peroxydation lipidique des
acides gras polyinsaturé des membranes cellulaires donnant un complexe rose mesuré & une

longueur de 532 nm.

Les tissus sont homogénéisation dans 1ml de tampon Tris/Hel (50 mM : PH 7.5) [Tris
50 mM (1.5137 mg), acide tétracétique (EDTA) 1 Mm (0.00730g), saccharose 0.5 M (42.789)
dans 250 ml d’eau distillée]. Aprés homogénéisation, une centrifugation de ’homogénat est

effectuée le dosage est réalisée selon les étapes suivantes :

200 pl de surnageant additionner a 1 ml de TCA (100g/1).
Chauffer au bain marie a 100°C pendant 15 min.
Refroidissement dans un bain de glace.
Centrifugation (10000trs/min ; 10min).
0.8 ml (800ul) de surnageant sont additionnée a 0.4 ml (400ul) TBA (0.67g
dans 98 ml eau distillée + 2ml NaOH (2N).
v Chauffer au bain de glace.
v Ajouté 0.6 ml (0.6pul) de butanol.
v Apres avoir agité au vortex le mélange, une derniére centrifugation
(10000trs/min ; 10 min) est effectuee.

AN N NN

v Récupérer le surnageant constitué de butanol renfermant les complexes
TBA-MDA.
v Faire la lecture des absorbances a une longueur d’onde de 532 nm.
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Le taux du malonedialdehyde est déterminé selon la formule suivante :

(DO * volume total de la cuve * 10%) /(156 * volume de la prise d’essai)

Taux du MDA = .
mg de protéines

N.B : Le mode de préparation de chaque solution et tampon est noté dans (I’annexe ¢-1) selon

chronologie des dosages.

1.6. Analyses statistiques
Tous les tests statistiques ont été réalisés par Excel 2016
1.6.1. Régression linéaire

La quantité des différents métabolites (glucides, lipides et protéines) dans les
échantillons biologiques a été déterminée a partir d’une courbe de référence dont 1I’équation est

de type :

Y=aX+b

Y : absorbance.

X : quantité du métabolite.
b : coefficient.

1.6.2. Test t de student

Le test t de student a été utilisé pour la comparaison des moyennes deux a deux entre les carpes
témoins et traitées a différentes doses. Ce test a été réalisé pour comparer les valeurs des teneurs
en métabolites, des concentrations du plomb et des biomarqueurs dosés.

1.6.3. L’analyse de variance a un seul critére

L’analyse de la variance a un seul critere de classification a été utilisée pour étudier la différence

entre les valeurs enregistrées dans les organes des carpes traités par différentes doses du plomb.

1.6.4. Le seuil de signification
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Le seuil de signification est représenté comme suit

Hautement trés significatif non
Significatif significatif significatif
P <0.001 <0.01 <0.05 >
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Les résultats obtenus des analyses effectués sur les carpes sont présentés dans des
tableaux et des histogrammes réalisés par Excel, les résultats de I’analyse statistique par le

test t de student sont mentionnés dans les annexes (annexe ).

I.1. Dosage des métabolites
11.1.1. Les protéines
11.1.1.1. Réalisation de la courbe d’étalonnage

Avant de déterminer la teneur en protéines dans les échantillons nous avons réalisé une

courbe d’étalonnage (annexe D)
11.1.1.2. Teneur des échantillons en protéines

Le tableau 09 et figure 13 montre la variation de la teneur en protéines totales au niveau
des organes de la carpe commune, Les teneurs des protéines oscillent entre 23,49 a
97,94mg/100mg de tissu.

La comparaison des teneurs en protéines chez les carpes témoins et traitées par le test t
de student a révélé des augmentations significatives des protéines dans le foie et les branchies
alors que dans le muscle nous n’avons pas noté une différence significative entre les t€émoins et

les carpes traitées a la DL 10

La comparaison des teneurs en protéines entre les carpes traitées par le méme test a
montré des différences significatives dans le foie et les branchies tandis qu’il n’existe pas de

différence significative entre les carpes traitées a la DL 10 et DL 50

L’analyse de la variance par ANOVA a un seul critére de classification a révélé une

différence hautement significative (p<0.001) entre les carpes dans les différents organes.
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Tableau 09 : La teneur en protéines (mg/mg de tissu) dans le foie, les branchies et les muscles

de la carpe (Cyprinus carpio), (mzs, n=3-5)

Doses Témoin DL10 DL50 DL90 ANOVA
Organe
Foie 43,851 + 0,523 50,58 + 1,117 | 97,945 + 2,467 | 58,672 + 1,297 | 3,683.10°°
Branchie | 23,49 +1,186 29,614 + 2,75 | 39,608 +2,531 | 31,312 +1,144 | 2,81.1073
Muscle 31,733+ 1,743 37,986 + 1,67 | 47,371 + 2,965 | 35,303+ 6,855 | 1,166.10°
120,00
S$ 100,00 T
% o 80,00
ZE |
&S 60,00 - foie
S I I branche
e £ == -
é 40,00 - 1 T muscle
£ 20,00 t
0,00
Témoins DL10 DL50 DL90

Figure 13 : La teneur en protéines dans les déférents organes de la carpe (Cyprinus carpio)

témoins et traitées (mg/100mg de tissu)
I.1.1. Les glucides
I.1.1.1. Réalisation de la courbe d’étalonnage

Avant de déterminer la teneur en glucide dans les échantillons nous avons réalisé une

courbe d’étalonnage (annexe E)

1.1.1.2. Teneur des échantillons en glucides

Le tableau 10 et la figure 14 montrent la variation de la teneur en glucide totaux au
niveau des organes de la carpe, Les teneurs de glucide oscillent entre 0.345 a 3.934 mg/100mg

de tissu.

L’analyse statistique par le test t de student a signalé que les teneurs en glucide sont trés
significatives (p<0.001) dans les organes (foie, branchie, muscle) des carpes traitées par rapport
des témoins, la comparaison des moyennes deux a deux des carpes traitées a démontré une

différence significative entre les différentes doses
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L’ANOVA a révélé qu’il existe une différence hautement significative (p<0.001) dans

les teneurs de glucides dans les organes de la carpe.

Tableau 10 : Les teneurs en glucides (mg/100 mg de tissu) dans le foie, les branchies et les

muscles de la carpe (Cyprinus carpio) (m+s, n= 3-5)

Doses Témoin DL10 DL50 DL90 ANOVA
Organe
Foie 0,549 +£0,116 |2,587+0,231 |3,934+0,649 | 1,779 £ 0,909 | 0.00016
Branchies |0,345+0,031 |0,857+0,113 | 1,440+ 0,133 | 1,087 £ 0,083 | 0.00201
Muscle 0,447 £0,096 |1,333+0,095 |2,745+0,202 | 1,239 £0,211 | 3,01281.10°
4,50
_ 4,00 {
Figure c 5 350 14: La
teneur en é 2 300
glucides S35, I I foie dans
22
les g g 200 I branche
S
AFA 4 muscle
déférents § E’ 1,50 1 I ) I organes
de la L = 1,00 I carpe
(Cyprinus 050 | r I carpio)
témoins 0,00 — et
Témoins DL10 DL50 DL90
traitée
(mg/100mg de tissu).
11.1.2. Les lipides

I1.1.2.1. Réalisation de la courbe d’étalonnage

Avant de déterminer la teneur en lipide dans les echantillons nous avons realisé une

courbe d’étalonnage (annexe F)
11.1.2.2. Teneur des échantillons en lipides

Le tableau 11 et figure 15 montrent la variation de la teneur en lipides totaux au niveau

des organes de la carpe, Les valeurs de lipides varient entre 0.228 a 1.389 mg/100mg de tissu.
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La comparaison statistique par le test t de student a signalé que les teneurs en lipides

sont hautement significatives (p<0.001) dans les organes (foie, branchie, muscle) des carpes

traitées par rapport des témoins, le méme test a révélé une différence significative entre les

carpes traitées a différentes doses.

L’ANOVA a révélé qu’il existe une différence hautement significative (p<0.001) des

teneurs en lipides dans les organes de la carpe.

Tableau 11 : La teneur en lipides (mg/mg de tissu) dans le foie, les branchies et les muscles

de la carpe (Cyprinus carpio), (mzs, n=3-5)

Doses Témoins DL10 DL50 DL90 ANOVA
Organe
Foie 0,506 + 0,0352 0,783 £0.0498 | 1,044 +0.031 | 0,642 +0.0528 | 0.0019
Branchie | 0,228 + 0.0351 0,516+ 0.0614 | 0,655+ 0.0184 | 0,274+ 0.0297 | 0,00014
Muscle 0,546 + 0.02 0,861 + 0.038 1,389 +0.026 | 0,769 + 0.04 2,6344.10°
1,600 A

o

g 1,400 -

o

—

S, 1,200 A

E 1,000

c St 1

§ B0,800 - = foie

E_ '30,600 | branche

; M muscle

© 0,400 -

|-

>

% 0,200 -

F 0,000 A

Témoins DL10

DL50

DL90

Figure 15 : La teneur en lipides dans les déférents organes de la carpe (Cyprinus carpio)

témoins et traitées (mg/100mg de tissu)

11.2. Dosage des métaux lourds

11.2.1. Concentration du plomb

La concentration du plomb enregistrée varie entre 0.128 et 5.334 (ug/g) dans les

différents organes de la carpe étudiée.
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L’analyse statistique des concentrations du plomb dans les différents organes a montré

que le plomb augmente d’une fagon significative chez les carpes traitées par rapport aux

témoins, a noter que les branchies et les muscles des carpes traitées renferment les

concentrations les plus élevées. La comparaison entre les carpes traitées par le méme test a

révélé des différences significatives entres les doses avec une diminution des concentrations du

plomb chez les carpes traitées a la DL90. L’ANOVA a révélé aussi qu’il existe une différence

hautement significative (p<0.001) des concentrations du plomb dans les organes de la carpe.

Ces résultats sont mentionnés dans le tableau 12 et représentés graphiquement dans la figure

16.

Tableau 12 : Les concentrations moyennes du plomb dans les organes de la carpe (Cyprinus

carpio) traitée a différentes doses. (m £ s, n=3-5)

0,000

témoin

DL50

DL90

Doses Témoin DL10 DL50 DL90 ANOVA
Organ
Foie 0,174 + 0.030 0,838 +0.063 | 1,955+0.302 | 1,530+ 0.058 | 0,00515
Branche | 0,331 + 0.085 1,100 £ 0.089 |5,334+0.163 | 2,683 +0.154 | 5,7545.1077
Muscle | 0,128 + 0,026 0,507 +£0.072 |1,163+0.114 |1,125+0.140 | 0,000552
6,000
I
5,000
Gy
2 4,000
Z u foie
E) 3,000 I branche
o
_g 2,000 muscle
- 1,000 I I I I
L_mEw ==

Figure 16 : La concentration en plomb (ug/g) dans les organes des carpes étudiées.

11.3. Dosage des biomarqueurs

11.3.1. Activité catalase (CAT)
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Le test t de student réalisé entre les carpes témoins et traitées a révélé une augmentation

hautement significative (p<0,001) de I'activité catalase dans les branchies sauf pour la DL90,

et une augmentation hautement significative (p<0,001) dans le foie et les muscles.

Le méme test a montré une différence significative entre les carpes traitées a différentes

doses

L’ANOVA a révélé une augmentation hautement significative (p<0,001) de I’activité

de la catalase dans les branchies et les muscle des carpes et une différence significative (p<0.05)
dans le foie. (Tableau 13 ; figure 17)

Tableau 13 : L’activité de la catalase (WM/min/mg de protéine) dans les organes (foie, branchie,

muscle) de la carpe (Cyprinus carpio) (mzs, n=3-5)

Doses Témoin DL10 DL50 DL90 ANOVA

Organes
Foie 0,015 + 0,002 | 0,018 £0,004 | 0,034 + 0,003 | 0,019 + 0,003 | 0,0228
Branchie 0,029 + 0,003 | 0,034 £0,003 | 0,060 £ 0,002 | 0,030+ 0.003 | 0,00067
Muscle 0,023 £ 0,002 | 0,026 £ 0,002 | 0,048 £0,002 | 0,027 £0,002 | 1,2136.10°'°

® 0,070 -

= 0,060

g ) I

S 0,050 A I

E 2 0,040

23-5 0030 I I u foie

|<T: g ’ I I I I branche

(@) 0,020 + muscle

N

E 0,010 j

g 0,000 -

témoins DL10 DL50 DL90

Figure 17 : L'activité de la Catalase (uM/min/mg de proteine) dans les trois organes (foie,

branchies et muscle) des carpes étudiées.
11.3.2. Activité GSH
Avant de déterminer I’activité en GSH dans les échantillons nous avons réalisé une

courbe d’étalonnage (annexe G)
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L’analyse statistique par le test t de student a montré que le taux de GSH diminue de
facon trés significative (p<0.01) dans les organes étudiés des carpes traitées par rapport des
témoins, le méme test a démontré des différences significatives entre les carpes traitées a

différentes doses

L’ANOVA a révélé qu’il existe une différence hautement significative (p<<0.001) du
taux de GSH dans les organes de la carpe. L’ensemble de ces résultats est mentionné dans le

tableau 14 et représenté graphiquement dans la figure 18.

Tableau 14 : Taux du glutathion (uM/min/mg de protéine) dans les organes (foie, branchies,

muscle) de la carpe (Cyprinus carpio) (mzs, n=3-5).

Doses Témoins DL10 DL50 DL90 ANOVA
Organes
Foie 0,370 £0.027 | 0,178 +0.021 0,128+ 0.027 0,199+0.016 | 0,00025
Branchie 0,216+0.024 | 0,129+0.016 0,078+0.024 0,099+0.011 | 0,0029
Muscle 0,275+0.037 |0,166+0.013 | 0,052+0.015 | 0,054+0.016 | 7,835.10°*
0,450 -
E 0,400 -
E 0,350 -
=
% 0,300 -
%_ 0,250 ~ { u foie
}) 0,200 - I branche
(-30 0,150 1 I muscle
35 I
X 0,100 - I I
I 0,050 - I I
0,000 -
témoin DL10 DL50 DL90

Figure 18 : Taux du glutathion (uM/min/mg de protéine) dans les organes (foie, branchies,

muscle) des carpes étudiées
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11.3.3. Activité de la glutathion -s- transférase (GST)

La comparaison des valeurs enregistrées de la GST par test t de Student a montré qu’il
existe une augmentation significative dans le foie et les branchies chez les carpes traitées a la

DL10 et DL50 par contre le test n’a révélé aucune différence significative dans le muscle

La comparaison entre les carpes traitées a différentes doses a montré une diminution de

I’activité GST dans les branchies et les muscles chez les carpes traités a la DL90.

L’ANOVA montre une différence significative du taux de GST dans les organes des carpes.
Ces résultats sont mentionnés dans le tableau 15 et représentés graphiquement dans la figure
19.

Tableau 15: Activité de glutathion S-transférase (uUM/ml) dans les trois organes (foie,

branchie, muscle) de la carpe (Cyprinus carpio) (mzs, n=3-5).

Doses Témoins DL10 DL50 DL90 ANOVA
Organes
Foie 0,074 +£0.018 | 0,243 + 0.051 0,288 +0.046 0,096 + 0.031 | 0,0056
Branchie 0,397 £ 0.020 | 0,468 + 0.021 0,576 £ 0.018 0,249 + 0.029 | 0,00084
Muscle 0,295 + 0.033 | 0,337 +£0.017 0,386 +£0.024 0,186 + 0.037 | 0,0046
0,700
'E 0,600
8 I
0,500
> I
=
— 0,400 L I m foie
wn
% 0.300 I I branche
o] I muscle
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& 0,100 i
0,000 j
témoins DL10 DL50

Figure 19 : Activité de glutathion S-transférase (UM/ml) dans les trois organes (foie,

branchie, muscle) des carpes étudiées
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11.3.4. Taux de MDA

La comparaison statistique par le test t de student entre les carpes témoins et traitées a
révélé une augmentation trés significative (p<0,01) du taux de MDA dans les organes des carpes

sauf dans le foie ou nous n’avons enregistré aucune différence significative chez les carpes

traitées a la DL90

La comparaison des valeurs du taux de MDA entre les carpes traitées a démontré une

augmentation significative qu’a la DL50 (Tableau 16, Figure 20).

L’ANOVA révélé une augmentation hautement significative (p<<0,001) du taux de
I’MDA dans le foie et les muscles des carpes une augmentation significative (p<0.05) dans les

branchies.

Tableau 16 : Taux de malonedialdehyde (uM/min/mg de protéine) dans les organes (foie,

branchies et muscles) de la carpe (Cyprinus carpio) (mzs, n=3-5)

Doses Témoins DL10 DL50 DL90 ANOVA
Organes
Foie 0,018 £0.008 | 0,023 +0.004 | 0,049 +0.004 | 0,036 +£0.002 | 1,016.10*
Branchie | 0,027 +0,002 | 0,055+ 0.002 | 0,100 +0.005 | 0,079 £+ 0.008 | 0,01
Muscle 0,040 + 0,003 | 0,048 +0.002 | 0,062 + 0.008 | 0,055 +0.006 | 4,88.10°®
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Figure 20 : Taux de malonedialdehyde (uM/min/mg de protéine) dans les trois organes (foie,

branchies et muscle) des carpes étudiees.
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L’étude du métabolisme intermédiaire chez Cyprinus carpio indique une différence
remarquable entre les carpes traitées pour chaque organe, cette variabilité peut se produire en
raison des facteurs multiples, tels que la maturité sexuelle, I'état de I'alimentation et le caractere

saisonnier (Buckup et al., 2004).

Une protéine est une macromolécule constituée plusieurs chaine d'acides aminés il a
joué multiples roles essentiels dans 1’organisme vivant. Elles jouent un rdle structural essentiel
puisqu’elles entrent dans la composition de tous les tissus de I’organisme et qu’elles servent de
bases & la fabrication des enzymes, des hormones, des neurotransmetteurs et des anticorps.,
(Bro et Ponce-Boutin, 2004).

L’évaluation de principaux parametres biochimiques dans les organes des carpes
témoins et traitées a révélé des teneurs élevées en protéines (elément majeur) par rapport aux
lipides et glucides. Les protéines sont rapidement et efficacement métabolisées afin de fournir
I’énergie nécessaire a la couverture des besoins de 1’organisme (Ghazali et al., 2010), elles
assurent également la catalyse biochimique et s’intégrent en tant qu’éléments structuraux en

méme temps que les glucides et les lipides (Frenot et Vierling, 2002).

Les résultats des teneurs en protéines ont montré une augmentation significative de
celles-ci dans les organes des carpes exposées aux trois concentrations de dioxyde de plomb
par rapport les témoins. Ceci peut étre expliqué par la présence des protéines spécialisées dans
la chélation des métaux, qui jouent un role dans I’homéostasie des ions métalliques divalents
(Ennouri et al., 2008).

Des résultats similaires ont été enregistrés par (Panserat et Kaushik ,2002) qui étudie
I’évaluation de la contamination chimique par les métaux traces (Cd, Pb, Hg et Zn) du

zooplancton et de la sardinelle< Sardinella aurita> dans le golfe de tunis.

Un glucide est une molécule organique nous permettent de stocker de 1’énergie. Une
partie du glucose présent dans le sang est effectivement entreposé dans le foie (sous forme de
glycogene) et constitue un « réservoir » d’énergie facilement disponible pour notre organisme

(Remesy et al 1986).

Concernant les résultats des glucides, nous avons noté une différence significative dans

la quantité des glucides mg/100 mg entre les carpes traitées par rapport aux témoins.
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Les teneurs en glucides qui ont été enregistrées dans le foie sont les plus élevées par

rapport aux branchies et muscles

Selon Panserat et Kaushik 1’alimentation des poissons, le potentiel d’utilisation des
glucides comme source d’énergie digestible est quelque peu controverse. Par exemple, la truite
arc, est considérée mauvaise utilisatrice des glucides, avec une hyperglycémie postprandiale
prolongée et une baisse de croissance suite a un apport élevé en glucides (supérieur a 25-30 %).
Afin d’améliorer I’utilisation des glucides alimentaires, une meilleure compréhension des
mécanismes de contrdle nutritionnel du métabolisme du glucose s’est donc avérée nécessaire.
Ainsi, en présence de glucides alimentaires, des études ont montré que la truite arc-en-ciel
semble avoir des difficultés pour diminuer sa production endogene de glucose dans le foie et
pour utiliser le glucose comme source énergétique au niveau musculaire (Panserat et Kaushik,
2002).

Les lipides font partie intégrante des tissus, ainsi on trouve les lipides de réserve formés
de triacylglycérol et accumulés dans les tissus adipeux constituent un stockage énergétique, on
trouve aussi les lipides structuraux qui s’intégrent aux membranes cellulaires, et des lipides

fonctionnels comme les hormones lipophiles (Frenot et Vierling, 2002).

D’aprés les résultats obtenus par le présent travail, nous avons enregistré une quantité
de graisse considérable dans les muscles. Tandis que les deux autres organes (foie et branchie)

possédent des faibles teneurs en lipides.

L’étude statistique a montré une augmentation significative en teneurs de lipides dans
tous les organes chez les carpes traitées. Il est a noter aussi que la valeur maximale (1,38
mg/100mg) a été signalée chez la carpe traité a (10mg de pb O2) DL50.

Les métaux lourds sont dangereux pour les espéces aquatiques a cause de leur
persistance dans I'environnement, leur tendance a la bioaccumulation et surtout leur toxicité.
Leur cible dans ces especes est principalement le rein, le foie, les gonades, le muscle, les
branchies et le cerveau. Par conséquent, les métaux lourds peuvent affecter non seulement la
productivité et les capacites de reproduction mais aussi peuvent causer la mortalité des especes.
Le niveau de bioaccumulation est élevé chez les especes de poisson carnivores (Kouamenan
et al., 2020).

L'analyse de nos échantillons par SAA a révéler des concentrations en Pb variant entre
0.128 et 5.334 (ug/g) dans les différents organes de la carpe étudiée.
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Les concentrations du plomb dans les organes de la carpe se présentent par 1’ordre
suivant branchies > foie > muscle. Sachant que les concentrations du plomb dans le méme
organe, subissant différentes doses de dioxyde du plomb, sont de I’ordre suivant:
DL50>DL90>DL10> témoins

La concentration élevée du plomb dans les branchies peut étre expliquer par le fait que
les branchies servent d’organes respiratoires chez les poissons, organes a travers lesquels les
ions métalliques sont absorbés. Les branchies étant donc en contact direct avec 1’eau et ayant
un épithélium fin ; ainsi les métaux peuvent facilement pénétrer a travers les cellules de ces
derniéres (Mélila et al., 2012).

La concentration élevée du plomb dans le foie serait due a une bioaccumulation car le

foie est le centre de métabolisme et donc peut concentrer les métaux lourds.

Cette augmentation peut étre attribuée a 1’accumulation du Pb dans les organes tels que
I’indiquent nos résultats. En effet, I’accumulation de ce métal catalyse les ROS capables
d’endommager les biomolécules comme I’ADN, les protéines et les lipides (Mélila et al.,

2012).

Les especes réactives de 1’oxygene (ROS) ont été produites en raison du stress oxydatif
causé par des substances toxiques qui stimulent les organismes aquatiques lorsqu'ils sont
exposés au plomb. En réponse au stress oxydatif causé par les métaux lourds, la biomasse doit
assurer un systeme antioxydant bien ajusté pour protéger les composants cellulaires sensibles.
(Dai et al., 2018).

L’analyse des résultats a montré une augmentation hautement significative de I’activité
de la catalase chez les carpes traitées et les organes explorés par rapport les témoins. Cette
augmentation de I’activité de la catalase est souvent observée en présence des Polluants (pb),
(Sellami et al., 2012). ont enregistré une augmentation de 'activité CAT suite a 1’exposition
des carpes au plomb. Ces résultats ont montré que ce produit génére un stress oxydant qui
modifie la balance oxydo-réductrice chez les animaux traités en faveur de la production des
ROS. Car le systéeme superoxyde dismutase-catalase (SOD-CAT) représente la premiere ligne
de défense contre le stress oxydatif qui peut éliminer le H.O2 et Oz produit avec les radicaux
libres réactifs a 1’oxygene catalysé par les SOD et atténuer les dommages causés aux

organismes (Dimitrova et al., 1994).
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La réponse biochimique en termes de CAT chez le cyprinus carpio, suite a une
contamination par la pbO2, varie en fonction du temps et de la dose de ce polluant avec un

maximum enregistré avec la plus forte dose testée (Sellami et al., 2012).

Les résultats du taux de glutathion mesuré dans les organes ont révélé une diminution

significative chez les carpes traitées par rapport les témoins.

L'épuisement des tissus en GSH est l'un des principaux facteurs qui permettent la
peroxydation lipidique. Cette enzyme possede des groupes acides carboxylique, un groupe
amino, un groupe sulfhydryle, et deux liaisons peptidiques comme sites pour réactions des
métaux. Pb*? se lie exclusivement au sulfhydryle groupe, ce qui diminue les niveaux de GSH

et peut interférer avec I'activité antioxydante du GSH (Shahsavani et al., 2012).

La GST a été signalée comme un bioindicateur pour évaluer lI'impact environnemental
d'une grande variété de pollutions, organiques ou inorganiques, cette enzyme est impliquée dans
la détoxification des xénobiotiques et I'excrétion de leurs métabolites (Ozcan Orug et Uner,
2002).

L'évaluation de I’activité de GST dans les organes des carpes a montré une augmentation
de la GST chez tous les traitées en signalant que les valeurs importantes sont enregistrées chez
la carpe traitée a la DL50. Il a été rapporté que la GST augmentait pendant 96 h (4jours) lors
d’un traitement aigu selon (Ozcan Orug et Uner, 2002), Nos résultats ont révélé aussi que
I’activité GST est trés importante dans les branchies par rapport au foie et muscle. Ceci peut
étre expliqué par le fait que les branchies renferment les concentrations les plus élevées du

plomb d’aprés les résultats qu’on a obtenu

Le MDA est I'un des indicateurs les plus freqguemment utilisés de la peroxydation
lipidique (Ozcan Orug et Uner, 2002).

L’analyse statistique du taux de MDA dans les organes des carpes traitées par le Pb
O2, a montré une hausse du taux chez toutes les carpes traitées par rapport aux témoins avec
une prédominance du taux de MDA chez les carpes traitées a la DL50. Cette augmentation
est probablement due a la peroxydation lipidique engendrée par la présence du plomb. Quant

aux organes, ce sont les branchies qui renferment les taux les plus élevée de MDA.

Le MDA a été largement appliqué comme le plus commun biomarqueur pour
I'évaluation de la lipo-peroxydation chez les sciences biologiques et médicales ont démontré

une nette amélioration des concentrations de MDA aprés incubation de certains acides gras
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insaturés avec du plomb. Des valeurs élevées de substances réactives a I'acide thiobarbiturique
(TBARS) a la suite d'une intoxication au plomb dans certains tissus ont été rapportées chez des
mammiferes qui peuvent étre dues a la génération de ROS sans augmentations proportionnelles
du niveau des défenses antioxydantes. Peroxydation lipidique induite par les polluants a

également eté observée chez plusieurs especes de poissons (Shahsavani et al., 2012).

Les tissus des poissons sont caractérisés par des concentrations élevées de lipides
polyinsaturés et acides gras et peut donc étre particuliérement sensible aux peroxydations
lipidiques renforcée par les métaux lourds. Sur la base des résultats actuels, une importante
augmentation de la concentration de MDA a été trouvée dans le foie, les muscles et les

branchies de la carpe commune intoxiquée par le plomb (Shahsavani et al., 2012).
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Conclusion

Afin d'évaluer la bioaccumulation du plomb dans trois organes chez quatre groupes de
carpes communes (Cyprinus carpio) traités a différentes doses de dioxyde du plomb, nous

avons réalisé ce travail qui nous a permis de connaitre la réponse biologique du cet espéce.

L'analyse biochimique des organes (foie, branchie et muscle) a montré des teneurs en
glucides et en lipides plus élevées dans le foie des carpes traitées par le dioxyde du plomb a 10
mg (DL50) Les teneurs en protéines sont plus importantes par rapport aux glucides et aux
lipides dans tous les organes de la carpe.

L'analyse chimique du tissu animal par la SAA a permis la mise en évidence d'une
accumulation considérable du plomb dans les branchies, le foie et le muscle chez les carpes
traitées a DL10, DL50, DL90. Cette expérience nous a montré que les poissons peuvent
accumuler les le plomb au niveau des organes quand ils sont exposés a de fortes doses que ce

soit dans les organes en contact de I’eau ou non

La quantification du Pb dans les organes de cyprinus carpio a montré que les
concentrations les plus importantes sont enregistrées dans les branchies. Les carpes traitées a la

DL50 renferment les concentrations les plus élevées.

Les résultats des dosages de biomarqueurs biochimiques suggerent que 1’animal d'eau
douce est soumis a un stress oxydatif du au polluant du milieu affectant les enzymes et les
substrats impliqués dans le contrble de ces derniers. La réponse biochimique dans les différents
organes des carpes témoins et traitées se traduit par :

e Une augmentation de I'activité CAT et la GST dans les branchies, le foie et les muscles
et une augmentation de ces derniéres chez les carpes traitées par le dioxyde de plomb
suivant cet ordre : DL50>DL10>DL90.

e Une diminution du taux de glutathion GSH dans les organes chez les carpes traitées.

e Une augmentation du taux de MDA dans les organes (foie, branchie, et muscle) chez

les carpes traitées a différentes doses par rapport les temoins.

Cette réponse varie en fonction, de la concentration de polluant étudié et en fonction de
I’organe. Ces perturbations enregistrées dans les biomarqueurs évaluant le stress oxydant soit
par augmentation ou par diminution indiquent qu'il existe une défense de I'organisme contre un

agent polluant.
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Il est clair que les résultats montrent que le produit chimique a induit un stress oxydant

chez les organismes étudies.

En perspectives, de nouvelles approches pourraient enrichir cette étude :

X/
L X4

X/
L X4

Faire une étude sur la population humaine consommatrice de ces carpes.

Utilisation d’autres biomarqueurs tels que 1’ Acétylcholinestérase, métallothionéines et
le superoxyde de dismutase (SOD) pourrait compléter ces travaux.

Etudier la bioaccumulation des métaux lourds dans les autres organes : rein, ceeur, et le

cerveau chez les carpes.

Réaliser une étude histologique dans les organes cibles, notamment le foie et les reins
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Annexes A

1 Préparation de I’anthrone

v 450 mg d’anthrone.
v Ajouter 225 ml d’acide sulfurique.
v Ajouter 75 ml d’eau distillée.

Mettre la solution préparée dans une bouteille ambrée a une température ambiante.

2 Préparation de vanilline

v Peser 380 mg de vanilline.
v’ Ajouter 55 ml d’eau distillée.
v Ajouter 195 ml d’acide orthophosphorique.

Mettre la solution préparée dans une bouteille ambrée a une température ambiante.

3 Preparation de la solution Bradford (BBC)

v" Peser 100 mg du BBC(G250).

v Ajouter 50 ml d’éthanol (95%) + 100 ml d’acide orthophosphorique (85%).

v Mélanger par agitation sous la haute jusqu’a dissolution totale pendant quatre heures.
v' Compléter a un litre par I’eau distillée.

Mettre la solution préparée dans une bouteille ambrée a une température ambiante.
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Annexe B

1 Préparation de I’eau régale

v" 1 volume de HCL.

v Ajouter 3 volumes de HNO3.

Annexe C

1 CAT

v' Tampon phosphate (0.1M, pH : 7,5)
K2HPO4 (100 mM) : 1.74g/100ml et KH2PO4 (100 Mm) : 1.36 g/100 ml,
Placer le K2ZHPO4 dans un bécher, rajouter le KH2PO4 jusqu’au pH 7.5.

v Eau oxygénée (500 mM) : 2.55 ml eau oxygénée a 30 volumes dans 50 ml d’eau

distillée.

2 GSH

v" GSH (20 mM): 61.466 mg GSH dans 10 ml eau distillée.

v' Tampon phosphate (0.1 M, pH : 8)
K2HPO4 (100 mM) : 1.74 g/100ml et KH2PO4 (100 mM) : 1.36 g/100 ml,
Placer le K2ZHPO4 dans un bécher, rajouter le KH2PO4 jusqu’au pH 8.

v" DTNB (10 mM) : 99 mg de DTNB dans 25 ml d’éthanol.
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3 GST

v' Tampon phosphate (0.1 M, pH : 6.5)
K2HPO4 (100 mM) : 1.74 g/100ml et KH2PO4 (100 mM) : 1.36 g/100 ml,
Placer le K2ZHPO4 dans un bécher, rajouter le KH2PO4 jusqu’au pH 6.5.

v' CDNB (20 mM) : 40.52 mg CDNB dans 10 ml éthanol.

v" GSH (20 mM) : 61.466 mg GSH dans 10 ml eau distillée.

4 MDA

v TBA: 0.13 g A. Thiobarbiturique + 39.2 ml eau distillée + 0.8 ml NAOH (2N).
v NAOH (2N) : 0.8 g NAOH +10 ml d’cau distillée.

v TCA 100 g/l : 10 g TCA dans 100 ml d’eau distillée.

Annexe D

Tableau : réalisation de la courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines

BSA Absorbance
0 0

20 0,407+0.06
40 0,657+0.04
60 1,0195 £ 0.04
80 1,376 + 0.06
100 1,626 + 0.05
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1,8 1
1,6 - y =0,0163x + 0,0333
R2=0,9962
1,4
0
o
-20 0 20 40 60 80 100 120

Quantité de proteine (ng)
Figure : courbe de référence expriment 1’absorbance en fonction de la quantité (ug) des
protéines, (R2 : coefficient de détermination).
Annexe E

Tableau : réalisation de la courbe d’étalonnage pour le dosage des glucides

Glucides en pg Absorbances
0 0
100 0.236 +0.029
200 0.436 +0.001
300 0.652 +0.001
400 0.823 +0.003
500 1.05 +0.014
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y =0,0021x + 0,0165
R2=0,9985
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Figure : Courbe de référence exprimant I’absorbance en fonction de la quantité(ug) de

glucide, (R?: coefficient de détermination).
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Annexe F

Tableau : réalisation de la courbe d’étalonnage pour le dosage des lipides

Solution mére Absorbance
0 0
20 0.38
40 0.85
60 1.02
80 0.126
100 0.194
0,25 -
y =0,0019x - 0,0049
R2=10,991
0,2 -
8
>
=3 0,15 -
I3
o
= 01 -
wn
C
[<b]
&)
0,05 -
-20 I 20 40 60 80 100 120
-0,05 -
Quantité en lipides (ug)

Figure : Courbe de référence exprimant I’absorbance en fonction de la quantité(ug) en lipide,

(R2 : coefficient de détermination).
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Annex G

Tableau : réalisation de la courbe d’étalonnage pour le dosage de GSH

DTNB (ug) Absorbance
0 0
12.5 0.026+0.158
25 0.121+0.213
50 0.224+0.356
035 1 y = 0,0029x + 0,0076
0,3 - Rz = 0,9914
L 025
g
S 02
o
N
2 015
e
[«b]
a) 0,1
0,05
20 0 20 40 60 80 100 120
GSH (uM)

Figure : courbe d’étalonnage du GSH avec le réactif DTNB (R?: coefficient de

détermination).



Annex H

Tableau : teneur en protéines (mg/100mg de tissus) dans le foie ; branchies et les muscles des

carpes.

Annexes

Doses

Organs DL10 DL50 DL90 Témoins

51,7492 98,5966 58,9877 43,5220

50,4520 100,0213 57,2460 43,5770

Foie 49,5254 95,2170 59,7822 44,4552

Moyenne 50,5756 97,9450 58,6720 43,8514
Ecart type 1,1170 2,4676 1,2973 0,5236

27,7515 37,6902 32,3560 23,6033

31,2490 42,4774 30,0888 24,6104

Branchie 29,8416 38,6570 31,4939 22,2460

Moyenne 29,6140 39,6082 31,3129 23,4866
Ecart type 1,7598 2,5314 1,1444 1,1865

35,9946 49,0460 24,0798 34,1402

36,6976 48,2986 33,3436 30,7408

39,2754 50,2945 40,0716 29,5680

39,9763 42,6619 39,5262 31,6550

Muscle 37,9860 46,5552 39,4969 32,5617

Moyenne 37,9860 47,3712 35,3036 31,7332
Ecart type 1,6770 2,9603 6,8550 1,7435
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Annex |

Tableau 01 : test t de student

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

0,40595238 | 1,38
Moyenne 0,45673766 | 1,16859413
Variance 0,01148438 | 0,04744488
Observations 4 4
Différence hypothétique des moyennes | 0
Degre de liberté 4
Statistique t -

5,86485046
P(T<=t) unilatéral 0,00210999
Valeur critique de t (unilatéral) 2,13184679
P(T<=t) bilatéral 0,00421999
Valeur critique de t (bilatéral) 2,77644511

Tableau 02 : comparaison les teneurs de protéine par test t de student

Témoins- Témoins- Témoins- DL10- DL10- DL50-

DL10 DL50 DL90 DL50 DL90 DL90
Foie 0.006 0.02 0.05 0.03 0.08 0.005
Branchie | 0.02 0.01 0.02 0.1 0.15 0.16
Muscle 0.9 0.0005 0.006 0.004 0.405 0.023
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Tableau 03 : comparaison les teneurs de glucide par test t de student

Témoins- Témoins- Témoins- DL10- DL10- DL50-
DL10 DL50 DL90 DL50 DL90 DL90
Foie 0.02 0.02 0.09 0.05 0.18 0.01
Branchie | 0.012 0.014 0.021 0.014 0.021 0.009
Muscle 0.00013 0.00056 0.0042 0.00036 0.0031 0.008
Tableau 04 : comparaison les teneurs de lipide par test t de student
Témoins- Témoins- Témoins- DL10- DL10- DL50-
DL10 DL50 DL90 DL50 DL90 DL90
Foie 0.016 0.0006 0.017 0.00039 0.0034 0.00064
Branchie | 0.007 0.00016 0.021 0.0047 0.006 0.00021
Muscle 0.003 0.0007 0.02 0.0005 0.0021 0.0004
Tableau 05 : comparaison les concentrations de plomb par test t de student
Témoins- Témoins- Témoins- DL10- DL10- DL50-
DL10 DL50 DL90 DL50 DL90 DL90
Foie 0.092 0.0018 0.00046 0.00647 0.073 0.0047
Branchie | 0.00024 0.00085 0.00014 0.00011 0.00029 0.0182
Muscle 0.019 0.00185 0.0054 0.0012 0.021 0.038
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Tableau 06 : comparaison ’activité de catalase par test t de student

Témoins- Témoins- Témoins- DL10- DL10- DL50-
DL10 DL50 DL90 DL50 DL90 DL90
Foie 0.0046 0.0028 0.0037 0.00047 0.0064 0.00037
Branchie | 0.0024 0.00027 0.521 0.00078 0.046 0.0012
Muscle 0.038 0.00025 0.0042 0.00028 0.0321 0.00038
Tableau 07 : comparaison Le taux de GSH par test t de student
Témoins- Témoins- Témoins- DL10- DL10- DL50-
DL10 DL50 DL90 DL50 DL90 DL90
Foie 0.0146 0.00016 0.00087 0.0137 0.021 0.00024
Branchie | 0.004 0.001 0.0035 0.009 0.046 0.012
Muscle 0.002 0.0012 0.041 0.028 0.033 0.018
Tableau 08 : comparaison Le taux de MDA par test t de student
Témoins- Témoins- Témoins- DL10- DL10- DL50-
DL10 DL50 DL90 DL50 DL90 DL90
Foie 0.081 0.0032 0.0045 0.0039 0.0041 0.28
Branchie | 0.0021 0.0093 0.012 0.019 0.036 0.0152
Muscle 0.0064 0.0072 0.0241 0.0428 0.0343 0.016
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Tableau 09 : comparaison Le taux de GST par test t de student

Doses Témoins- Témoins- Témoins- DL10- DL10- DL50-
Organe DL10 DL50 DL90 DL50 DL90 DL90
Foie 0.084 0.012 0.025 0.05 0.0092 0.012
Branchie | 0.0061 0.0014 0.029 0.0085 0.0183 0.0045
Muscle 0.18 0.011 0.086 0.016 0.035 0.05

Tableau 10 : test de variance a un facteur (les teneurs des protéines dans le foie)

Rapport détaillé
Groupes Nombre Somme Moyenne Variance
d‘échantillons
51,7492331 2 99,9774421 | 49,988721 | 0,42925479
98,5966258 2 195,2383 97,61915 | 11,5406492
58,9877301 2 117,028209 | 58,5141043 | 3,216177
43,5220301 2 88,0321102 | 44,0160551 | 0,38561976
Analyse de variance
Source des Somme des | Degré de | Moyenne des F Probabilité Valeur critique
variations carrés liberté carrés pour F
Entre Groupes | 3494,85124 3 1164,95041 | 299,248085 | 3,6839.10° | 6,59138212
Al'intérieur des | 15 5717008 4 3,8929252
groupes
Total 3510,42294 7




Résumé

Le présent travail vise a évaluer la bioaccumulation du plomb et les biomarqueurs du
stress oxydant dans les organes (foie, branchie, muscle) de cyprinus carpio exposees au dioxyde
du plomb a différentes doses : (DL10, DL50 et DL90 d’au sein du laboratoire de 1’université
(SNV-université ao(t 1955-skikda). Le dosage des métabolites a montre une prédominance des
protéines face a des quantités moindres de glucides et de lipides. Le dosage des métaux lourds
(Pb) par la SAA dans les organes a prouvé 1’existence de fortes concentrations de Pb dans les
branchies par rapport aux foie et muscles. L'étude des biomarqueurs du stress oxydant (CAT,
GSH, GST, MDA\) a révélé une augmentation de l'activité CAT, de GST et du taux de MDA
chez les carpes traitées a différentes doses par rapport aux témoins et une diminution du taux
de GSH.

Mots clés : cyprinus carpio, foie, branchie, muscle, plomb, biomarqueurs, stress
oxydant

Abstract

The purpose of this work is to assess lead bioaccumulation and biomarkers of oxidative
stress in the organs (liver, gill, muscle) of cyprinus carpio exposed to lead dioxide at different
doses: (DL10, DL50 and DL90 from within the university laboratory (SNV-university August
1955-skikda). The determination of metabolites showed a predominance of proteins in
comparison with lower amounts of carbohydrates and lipids. The determination of heavy metals
(Pb) by SAA in organs has shown the existence of high concentrations of Pb in the gills relative
to liver and muscle. The study of oxidative stress biomarkers (CAT, GSH, GST, MDA) showed
an increase in CAT activity, GST and MDA levels in carps treated at different doses compared
to controls and a decrease in GSH levels.

Keywords: cyprinus carpio, liver, gill, muscle, lead, biomarkers, oxidative stress
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