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Introduction

Les crustacés forment un sous-groupe d'Arthropodes comprennant une gamme trés variée
danimaux allant des zooplanctons marins, qui sont les herbivores principaux dans
I'environnement pelagique, jusqu'aux énormes crabes dont I'envergure des pattes se mesure en
métres. (Houssam, 2016). Au-dela, c'est un groupe tres hétérogene, avec une grande diversité de
formes, d'habitats et de mode de vie. Ce groupe caractérisé fondamentalement par I'existence
d'un stade embryonnaire typique (la larve nauplius) et par une cuticule imprégnée de sels de
calcium (Lefebvre, 2012). Les Crustacés occupent une place importante grace a leur valeur
marchande. En raison de la forte demande sur le marché mondial des Crustacés décapodes, la
péche de cette ressource ne cesse de se développer avec une production actuelle d’environ un
million de tonnes par ans. Les crevettes par leur abondance, ainsi que leur haute valeur nutritive
et I’exceptionnelle qualité gastronomique de leur chair se trouvent trés exploitées (Grimes et al.,
2004).

La production mondiale en crevettes représente 57% de la production en Crustacés
marins et 3 % de la production halieutique totale. En Algérie, les captures de Crustacés sont

composées de 90 % de crevettes (Bekadja, 2009).

En méditerranée, une seule espéce représente le genre Parapenaeus, il s’agit de
Parapenaeus longirostris. Cette espéce qui appartient a 1’ordre des décapodes est présente dans
tous les secteurs du littoral algérien sur des fonds vaseux et sablo-vaseux, entre 200 et 600

meétres de profondeur (Ainouche, 2009).

Le littoral algérien est un milieu vulnérable et surexploité, il est de plus en plus menacée
par différentes sources de pollution due a I’augmentation des activités anthropique et
industrielles, causant la détérioration de plusieurs écosystémes avec 1’accumulation des plusieurs
polluants, ce qui peut réduire son potentiel économique et avoir un impact negatif sur la santé
humaine indirectement, par incorporation de polluants divers dans les chaines alimentaires
(Christensen et al., 2003).

L'étude de la pollution de I'environnement implique une connaissance aussi précise que
possible de la distribution des polluants dans les écosystémes et de leurs effets sur les organismes
vivants. Il est parfois d'usage de faire une distinction entre d'une part monitoring chimique et de
I'autre monitoring biologique (Garric, 2009 ; Wilfried et Jean-Marc, 2009).+

La monitoring chimique d’un certain nombre de polluants dans les matrices
environnementales dont I'objet est de déterminer le niveau de contamination par tel ou tel

polluant des biotopes et de la biomasse. (Gourlay-Francé, 2011).

-



Introduction

Parmi les substances chimiques susceptibles de constituer un danger pour la vie
aquatique, nous signalons les métaux lourds ou éléments traces comme le plomb et le cadmium,
le mercure..., qui sont contaminants majeurs de I’environnement et posent de sérieux problémes
écologiques, tant par le caractére ubiquiste de leur présence au sein de la biosphére que par leur
forte rémanence et leur toxicité élevée (Wingfors et al., 2006)

Ces éléments traces peuvent ainsi affecter les organismes directement en s’accumulant
dans leur corps ou indirectement par leur transfert a travers la chaine alimentaire du fait qu’il soit
non biodégradable (Chouahda et Soltani, 2013).

La monitoring biologique est dont I'objet d'évaluer I'impact a un instant donné ou en
fonction du temps de la pollution de I'environnement sur les populations et les communautés
exposées. (Gourlay-Francé, 2011). Dans ce contexte, les marqueurs biologiques apparaissent
comme des outils modernes permettant d’évaluer les effets d’exposition chroniques ou
ponctuelles a un (ou des) xénobiotique (s) sur les populations dans leurs habitats (Lagadic et al.,
1997).

Les biomarqueurs ont été largement développeés a partir des annees 80, sur poissons puis
sur invertébrés et végétaux, pour répondre a ce besoin de caractérisation de la pression chimique
sur les milieux et de mise en évidence de perturbations précoces (Soltani, 2008).

De nombreux contaminants chimiques induisent chez les organismes exposés dans les
différents écosystemes un stress oxydatif pouvant étre utilise comme biomarqueurs de la qualité
des milieux (Soltani, 2008).

En général, les crevettes d’excellents indicateurs de la pollution du milieu marin
environnant (Conners et Ringwood, 2000) en raison de leurs caracteres sédentaires permet de
concentrer de grandes teneurs de polluants, et susceptible d’accumuler les contaminants. Dans un
souci de sécurité du consommateur (Amoros et al., 1996).

Ce travail a été réalisé dans 1’optique de mettre en évidence certaines caractéristiques
biométriques, biochimiques et ecotoxicologiques d’un crustacé destiné a la consommation
humaine, a partir d’étude de 1’état physiologique et biologique de 1’espéce Parapenaeus
longirostris péchée au niveau du golfe de Jijel et Skikda au cours des trois moins (mars, avril et
mai) et I’évaluations de degrés de contamination par les métaux Lourds (Cd, Zn, Pb) ainsi que le
dosage des biomarqueurs de stress oxydant (CAT, GSH, GST, MDA).

Ce travail est divisé en deux parties :

Une partie de synthese bibliographique comportant trois chapitres:

-



Introduction

o Le 1° chapitre est consacré au modele biologique utilisé dans ce travail : les crevettes
(Parapenaeus longirostris).

o Le 2°™ chapitre englobe les généralités sur les métaux lourds, en mettant I’accent sur la
pollution métallique, les propriétés et les effets de quelques-uns de ces métaux lourds.

o Le 3®*™ chapitre explique les biomarqueurs, ainsi que le stress oxydant.

Et une partie expérimentale composee de trois chapitres aussi :

o Le 1°" chapitre traite matériel et méthodes.
o Le %™ chapitre présente I’ensemble des résultats obtenus et leurs interprétations.

o Le dernier chapitre expose la discussion, suivis par une conclusion et perspectives.

=
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I.1. Apercu général

Les crustacés appartiennent au phylum des arthropodes. Ces derniers comportent des
animaux avec des corps segmentés. Chaque segment est connecté aux autres segments a travers
la membrane articulaire et possede une paire d'appendices articulés. Leurs corps sont protégés
par la couche cornée de chitine sécrétée par I'épiderme (Grimes et al., 2004).

La différence entre ces organismes et les autres classes des arthropodes est qu'ils ont deux
paires d'antennes et de nombreux appendices (Grimes et al., 2004). Ils sont en grande majorité
des animaux, représentés par pres de 50 000 espéces qui colonisent tous les milieux marins, a
toutes les profondeurs ainsi présentant les modes de vie les plus variés : planctoniques, nageurs,
pélagiques, benthiques, fouisseurs... (Amoros et al., 1996).

Les crustacés vivent dans les fonds marins logés dans les creux de roches (Balliot, 2008).
De nombreux crustacés décapodes vivent en association avec d’autres organismes. Parmi les
nombreux exemples d’association, Une association, a bénéfice réciproque plus évident, est celle
des crevettes nettoyeuses qui se nourrissent du mucus épidermique et des aliments coincés entre
les dents des poissons (balistes, mérous, murénes, poisson-sanges...), en méme temps qu’elles
les nettoient des parasites fixés sur leurs écailles et branchies. ) (Poupin et Juncker, 2010).

Les crustacés décapodes sont importants sur le plan écologique car ils jouent un rdle
considérable dans le processus écologique des écosystemes marins du fait de leur abondance
(jusqu’a plusieurs milliers d’individus par m?) et en raison de la diversité des habitats qu’ils
occupent (Bekadja, 2009 ; Poupin et Juncker, 2010). Ils agissant a différents niveaux tropiques
comme herbivores, détritivores, prédateurs et proies (Amoroset al., 1996 ; Cumberlidge, 2006).

Ils sont importants aussi sur le plan économique (Cumberlidge, 2006) car cette super-
classe a toujours occupé une place prépondérante dans les activités de péche, elle demeure a
I’échelle mondiale la seconde ressource exploitée apres les poissons (Poupin et Juncker, 2010).

Les décapodes constituent I’ordre le plus important des crustacés par le nombre des
especes et contiennent toutes les especes comestibles notamment les crevettes qui appartiennent
a familles des penaeidae (Caveriviere et al., 2008).

Les caractéristiques biologiques particuliéres des penaeidae au sien des décapodes : tres
grande fécondité (une méme femelle pouvant pondre plus d’un million d’ceufs par ponte),
croissance tés rapide, durée de vie ne dépassant pas deux a trois ans (Amoros et al., 1996).

En Algeérie Parapenaeus longirostris (Lucas,1846), par leur qualité et leur abondance,
constituent la presque totalité des captures en crevettes (Nouar, 2007). Cette espece originaire de

la mer rouge, s’est introduite en Méditerranée a travers le canal de Suez colonisant les eaux

&
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marines cOtieres et saumatres au-dessus des fonds sablo-vaseux allant jusqu’a 400 m de
profondeur (Sadok, 2010).
I.1.1. Morphologie

Les crevettes pénéides présentent une carapace, ou exosquelette, habituellement mince et
peu calcifiée et caractérisés par un corps cylindrique, ou latéralement comprimé, comprenant un
abdomen bien développé et un céphalothorax souvent porteur d'un rostre sur sa partie antérieure
(Figure 1) (Toullec, 2021).

v Le céphalothorax, constitué de la fusion de la téte et du thorax et d’autres segments. La
téte porte deux paires d’organes sensoriels (antennes) et une paire de mandibules
derriére les quelles se trouvent deux autres paires de pieces buccales (maxilles).

La téte possede aussi d’une paire d’yeux composés. Le céphalothorax portes des
appendices servant a la locomotion, la respiration (branchies protégées par la carapace).
D’autres appendices forment des pinces (chélipedes)

v' L’abdomen, est constitué de segments articulés et doté d’appendices qui servent a la
locomotion ou la respiration. La portion caudale (le telson) est parfois utilisée pour la
nage (Balliot, 2008).

Cephalothorax Abdomen (FPleon)
r ir 1
Rostre

Carapace (Carapa
Antennules % Oeil P e’

Segments
Abdominaux

|

Scaphoceérite

Antenne

Maxillipeéde —

Uropode

Pléopodes

Péréiopodes Hlustration réalisée par Tipic

Figure 1 : La morphologie externe d’une crevette pénéide (Arab et al., 2016).

Les crevettes sont réparties en deux ensembles qui se distinguent par la structure des
branchies. Les dendrobranchiates (possedent des branchies tres ramifiées) et les pléocyémates
(présentent des branchies filamenteuses) (Toullec, 2021).

1.1.2. Cycle de vie

La plupart des crevettes ont un cycle de vie amphibiotique alternant une phase marine et
une phase estuarienne. Le cycle de vie des crevettes est relativement court, aux environ 5 de 18
mois, ce sont des especes de croissance rapide (Théophile et Alain, 2008).

Il peut étre divisé en quatre phases (nauplius, métanauplius, protozoé, zoé, mysis, post-
larve), séparés par des mues (Figure 2) (Arab et al., 2016 ; Poupin et Juncker, 2010). Il se
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caractérise par des changements morphologiques, des modifications du comportement et de
I’alimentation ainsi que des changements d’habitat et a I’exception de toute crevette, les
crevettes pénéides abandonnent leurs ceufs dans 1’eau, ce qui les distingues des autres groupes de
décapode qui les portent attachés sous 1’abdomen jusqu’a I’éclosion (Théophile et Alain, 2008).

Les crevettes peuvent avoir une trés grande adaptabilité a des conditions de milieu tres
diverses. La tolérance aux variations du milieu est plus grande chez les adultes que chez les
jeunes en effet des crevettes de grand taille peuvent se rencontrer dans les zones intertidale, mais

les trés jeune se trouvent rarement en pleine mer (Théophile et Alain, 2008).
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Figure 2 : Cycle vital des crevettes pénéides en milieu naturelle (Caveriviere et al., 2008).

1.1.3. Cycle de mue

Comme tous les crustacés, la croissance chez les crevettes est un phénomene discontinu
qui se fait par des mues successives. L’ancienne cuticule est remplacée par une nouvelle,
permettant une augmentation de la taille et de poids de 1’animal (Castex, 2009).

1.2. L’espéce étudiée Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846)

La crevette profonde ou crevette gamba (Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846)
(Photol) fait partie des ressources halieutiques de premiére importance au niveau Ssocio-
économique, elle est fortement exploitée en Afrique de I'Ouest. 1l s'agit d'une espéce a vie courte
(2 ans) dont, I'abondance et la production sont tres variables d'une année a l'autre (Thiaw et al.,

2013).
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Photo 1 : Parapenaeus longirostris (Cliché personnel).

1.2.1. Description

Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846) se distingue par un corps glabre, presque
dépourvu de soies, la carapace est complétement lisse. La partie distale du rostre est 1égérement
recourbée vers le haut, une écaille dépasse légerement le pédoncule antennulaire. Le bord dorsal
du rostre se caractérise par ’existence de 6 a 8 dents environ dont le postérieur est épigastrique
et nettement séparée des autres : I’extrémité distale du bord dorsal et tout le bord ventral ne
présente pas de dents. Sur presque toute la longueur de la carapace s’étend une suture post-
orbitaire distincte. Une épine hépatique, antennaire et branchiostéges sont présentes. La taille
maximale de P. longirostris peut aller jusqu’a 16 cm chez les males et 19 cm chez les femelles
(Lioris et Rucabado, 1998).

Les Péréiopodes sont sans exopodites. Le telson se termine par trois grandes dents, aigués
et pas de spinules mobiles sur les bords latéraux (Ainouche, 2009).
1.2.2. Coloration

La coloration de cette espece est rose orangée brillante, avec un rostre franchement rouge,
La décrit comme étant blanche une fois conservée dans la glace ou I’acide borique ; par
transparence sous la carapace (Holthuis, 1980).
1.2.3. Noms vernaculaires

Cette espece est connue sous le nom de Deep-water pink shrimpen en anglais , Gamba ou
gamba de Altura en Espagne, Gamba blanca aux Baléares, Crevette rose du large en France ,
Camaro au Portugal en Italie, camaro au Portugal, petite rouge ou crevette des grands fonds
(Sénégal), Chevrette ou Gembri sghir en Tunisie et el bayda ou la blanche en Algérie (Lloris et
Rucabado, 1998).
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1.2.4. Dimorphisme sexuel

Les males ont une longueur totale de [8 a 14 cm], possedent un pétasma avec deux
projections distomédiales étroites, recourbées vers ’extérieur qui se termine par des pointes
aigués (Photo 2). Quant aux femelles, elles possedent un Thélycum dans la partie abdominale
antérieure en forme de triangle obtus et leur taille varie entre [12 et 16 cm] (Photo 3) (Ainouche,

2009).

Photo 3 : crevette male (Cliché personnel). Photo 2 : crevette femelle (Cliché personnel).

1.2.5. Distribution géographique

L’aire de distribution de Parapenaeus longirostris est étendue, elle se rencontre dans tout
le bassin méditerranéen, et est également répandue dans 1’Atlantique oriental, de 1’Angola au
Portugal et dans 1’ Atlantique occidental, des Guyanes au Massachusetts (USA) (Bekadja, 2009).
1.2.6. Habitat et répartition bathymétrique

Elle fréquente les fonds de vases, de sables (Bekadja et al., 2009 ; Grimes et al., 2004).
Sa répartition bathymétrique est large, de 20 a 700 m et généralement de 100 a 400 m de
profondeur (Grimes et al., 2004).
1.2.7. Sa position systématique

En 1997, Pérez-Farfante et Kensley (Sobrino et al., 2005) proposent la taxonomie

suivante de 1’espece étudiée (Tableau 1)
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Tableau 01 : Position systématique de Parapenaeus longirostris (lucas1846) (Sobrino et al.,

2005).

Embranchement

Arthropoda.

Superclasse

Crustacea (Pennant, 1777)

Classe

Malacostraca (Latreille, 1802).

Sous-classe

Eumalacostraca (Grobben, 1892).

Super ordre

Eucarida (Calaman, 1904).

Ordre

Decapoda (Latreille, 1802).

Sous ordre

Dendrobranchiata (Bate, 1888).

Super famille

Penaeoidea (Rafinesque-Schmalt, 1815).

Penaeidae (Rafinesque-Schmalt, 1815).

Famille
Genre Parapenaeus (Smith, 1885).
Espéce Longirostris (Lucas, 1846).

<
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Les écosystemes aquatiques sont soumis a une importante pollution métallique (Khaled-
Khodja et Durand, 2016), cette pollution est un probléme d’actualité, qui préoccupe toutes les
communautés soucieuses de maintenir leur patrimoine hydrique & un certain degré de qualité
(Fahssi et Chafi, 2015).

Pour cela, les scientifiques impliguent une surveillance chimique ou monitoring chimique
dont I’objet est de déterminer le niveau de contamination par tel ou tel polluant des biotopes et
de la biomasse (Ramade, 2007).

I1.1. Définition des métaux lourds

On appelle en genéral métaux lourds les éléments meétalliques naturels, métaux ou dans
certains cas métalloides caractérisés par une masse volumique élevée, supérieure a 5 grammes
par cm® (environ 65 éléments) (Miquel, 2001). A I’exception du mercure qui est principalement
sous forme de gaz, les autres métaux lourds (plomb, arsenic, cadmium, nickel, zinc, manganése,
etc...) sont associés a des aérosols c’est-a-dire des petites particules liquides et/ou solides en
suspension dans I’air. Les plus toxiques d'entre eux sont le plomb, le cadmium et le mercure
(Quénel et al., 2016).

Dans les milieux aquatiques, les métaux peuvent étre présents sous formes dissoute,
colloidale, et/ou particulaire (Papp, 2011).

En outre ils sont non biodégradables et leur concentration dans les environnements
aquatiques s’accroit considérablement car elle résulte des activités de production et de
consommation anthropiques (Coulibalyet al., 2009). Les métaux lourds sont I'un des principaux
produits chimiques qui provoquent la dégradation de la qualité de I'eau (Khannous et al., 2013).
11.2. Classification des métaux lourds

La classification en métaux lourds est d'ailleurs souvent discutée car certains metaux
toxiques ne sont pas particulierement « lourds » (le zinc), tandis que certains éléments toxiques
ne sont pas tous des métaux (l'arsenic par exemple). Pour ces différentes raisons, la plupart des
scientifiqgues préférent a l'appellation métaux lourds, I'appellation « éléments en traces
métalliques » -ETM- ou par extension « éléments traces » (Miquel, 2001).

D'un point de vue biologique, les métaux lourds peuvent étre divisés en deux catégories :
essentiels et non essentiels
11.2.1. Métaux essentiels

Ce sont des éléments indispensables a 1’état de trace pour de nombreux processus

cellulaires et qui se trouvent en proportion trés faible dans les tissus biologiques.
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Certains peuvent devenir toxiques lorsque la concentration dépasse un certain seuil. C’est
le cas du cuivre (Cu), du nickel (Ni), du zinc (Zn), du fer (Fe), etc...(Soulaymani-Bencheikh,
2014).

Les métaux essentiels pour I’environnement sont :

o Pour les animaux : Cr, Cu, Co, Mn, Mo, Ni, Se.
o Pour les plantes Cu, Mn, Mo, Ni (Papp, 2011).
11.2.2. Métaux non essentiels (toxiques)

Les métaux non essentiels n’ont aucun effet bénéfique connu pour la cellule, mais un
caractére polluant avec des effets toxiques pour les organismes vivants méme a faible
concentration. C’est le cas du plomb (Pb), du mercure (Hg), du cadmium (Cd). Ce sont des
micropolluants de nature a entrainer des nuisances, méme quand ils sont rejetés en quantités tres
faibles. Leur toxicité se développe par bioaccumulation le long de la chaine alimentaire
(Soulaymani-Bencheikh, 2014).

11.3. Origine des métaux lourds

Les éléments métalliques sont présents de facon ubiquitaire, en traces dans
I’environnement. Ils sont pour la plupart relativement peu solubles dans 1’eau et s’associent aux
sédiments ou aux matiéres en suspension (Dubois et Lacouture, 2011).

Les métaux lourds qui entrent dans I'environnement aquatique proviennent des sources
naturelles et de sources anthropogenes (Biney et al., 1994).

Leur entrée peut étre le résultat soit de déversements effectués directement dans les
écosystemes marins et dans les eaux douces, soit d'un cheminement indirect comme dans le cas
des décharges seches et humides et du ruissellement agricole. Parmi les importantes sources
naturelles citons :

L’activité volcanique, l'altération des continents et les incendies de foréts, I'érosion
(Biney et al., 1994).

La pollution de I’environnement aquatique par les substances toxiques d’origine
anthropique, en particulier les éléments traces métalliques, est un des problemes majeurs
auxquels doivent faire face les sociétés actuelles. Ces polluants contaminent les systemes
aquatiques a partir de sources ponctuelles et diffuses (Djeddi et al., 2018).

Les sources anthropogenes sont les suivantes :

o Effluents d'extractions miniéres.

o Effluents industriels.

o Effluents domestiques et ruissellements orageux urbains.

o Lessivage de métaux provenant de décharges d'ordures ménageéres et de résidus solides.
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o Apports de métaux provenant de zones rurales, par exemple métaux contenus dans les
pesticides.
o Sources atmosphériques, par exemple combustion de carburants fossiles, incinération des

déchets et émissions industrielles.
o Activités pétrochimiques (Biney et al., 1994).
11.4. Répartition et devenir des métaux lourds dans I’environnement aquatique

La pollution du milieu marin est pour sa part essentiellement localisée dans la zone
cotiére ou s’¢coulent fleuves, déversement d’usines et €gouts (Miquel, 2001).

Une fois arrivés dans I'environnement aquatique, les métaux se répartissent entre les
différents compartiments de Il'environnement aquatique (l'eau, les solides en suspension, les
sédiments et le biote). Les métaux présents dans I'environnement aquatique peuvent exister sous
forme de complexes, de particules ou en solutions ou ils sont en partie métabolisés par les
organismes aquatiques. Ils peuvent accumuler les métaux et les transferer, en tant que proies
contamineées, vers les réseaux trophiques benthiques et pélagiques (Djeddi et al., 2018).

Les métaux lourds sont absorbés tant par la faune que par la flore (voie externe :
adsorption ; voie interne : absorption). Cette absorption pourrait provoquer une augmentation de
la concentration du métal dans I'organisme. Si la phase d'excrétion est lente, il peut en résulter un
phénomene d'accumulation biologique. Il a été démontré que quelques métaux, comme le
mercure, subissent une amplification biologique au cours de leur progression dans la chaine
alimentaire (Biney et al., 1994).

I1.5. Les métaux lourds étudiés
11.5.1. Plomb

C’est un métal blanc bleuté au lustre brillant, doux, trés malléable, ductile et un mauvais
conducteur d'électricité. Il est trés résistant a la corrosion. 1l est naturellement présenté a 1’état de
trace, mais ce n’est pas un oligoélément a effet bénéfique. Il doit toujours étre considéré comme
un élément toxique (Morlot, 1996).
11.5.1.1. Sources naturelles et anthropiques

Le plomb est présent naturellement en faible quantité dans 1’écorce terrestre a raison
d’environ 13 a16 mg/Kg (Morlot, 1996). On le retrouve dans de nombreux minéraux, dont le
plus commun est le sulfure de plomb

La principale voie d’exposition au plomb est I’alimentation. On retrouve le plomb dans
les légumes et la viande. Cependant, les autres sources d’exposition peuvent étre I’inhalation de
poussieres, notamment de vieilles peintures contenant des sels de plomb, 1’exposition directe ou

indirecte a la fumée de cigarette, des composés pour I’essence (plomb), la fabrication des
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accumulateurs acides, des pigments, des munitions pour le gainage de certains cables ou encore
pour la soudure. Les mines et les fonderies de plomb contribuent également a la pollution de
I’environnement (Savary, 2010).

La contamination par le plomb est produite par I'extraction, la fusion, la combustion des
combustibles fossiles et la fabrication de pesticides et d'engrais (Arias et al., 2010).
11.5.1.2. Principales utilisations du plomb

Production mondiale 6.000 milliers de tonnes, Batteries et accumulateurs 72 %, Ouvrés
en plomb 10 %, Chimie 7 %, Autres 15 % ( Miquel, 2001).
11.5.1.3. Les caracteéristiques physico- chimiques du plomb

Les caractéristiques physico-chimiques sont données dans le tableau (Tableau 2)
Tableau 2 : Les caractéristiques physico- chimiques du plomb ( Miquel., 2001).

Caractéristique physico Plomb
chimique
Masse atomique 270U
Masse volumique 11,35 g/cm?®
Température de fusion 327°
Température d'ébullition 1.740°
Symbole chimique Pb
Minerai d'origine Galene

11.5.1.4. La toxicité

Le plomb absorbé par I'organisme par inhalation ou par ingestion est distribué par le sang
a différents organes : le foie, les reins, la rate, la moelle osseuse et surtout les os. Le plomb
sanguin ne représente que 1 a 2% de la quantité totale de plomb présent dans l'organisme ; les
tissus mous (reins, foie, rate...) en contiennent 5 a 10 % et plus de 90% est fixée sur les os, et par
voie cutanée, plus rarement (Miquel, 2001).

La demi de vie de plomb est relativement longue dans les tissus (30 jours dans le sang 10
a 20 ans dans les os) (Savary, 2010).

Le plomb exerce des effets biologiques sur les organismes cellulaires et perturbe les
fonctions sanguine, rénale et nerveuse. En toxicité aigiie et chronique, les effets observes

dépendent des organismes et de leur sensibilité (Morlot, 1996).
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11.5.2. Cadmium

C’est un métal blanc argenté (Prankel et al.,2004), assez rare dans la crodte terrestre
(0.15 g/tonne de terre en moyenne) (Savary, 2010), dans Le numéro atomique 48, est dans le
groupe Lib du tableau périodique des éléments (Singh et al., 2011). Le cadmium est un des
métaux les plus toxiques, il n'a aucun effet bénéfique connu. Ce metal est présent en
concentration de plusieurs dizaines de ppm dans les phosphates et dans certains calcaires
(Olivier, 2015). Le cadmium est un élément chalcophile, associé généralement au zinc. Les deux
éléments ayant des structures ioniques et une électronégativité proches (Rollin et Quiot, 2006).
11.5.2.1. Sources naturelles et anthropiques

Le cadmium est un élément métallique présent de fagon naturelle dans la croute terrestre.
Il est considéré avec trois autres métaux toxiques (I’arsenic, le plomb et le mercure) comme étant
tres préoccupant face a la sante environnementale (Pierre-Clément, 2011).

Par ses caractéristiques physiques intéressantes il est utilisé pour I’industric des
revétements, la fabrication d’alliages et de soudures, de pigments, de peintures, de stabilisants
pour matieéres plastiques et batteries, des céramiques, des engrais phosphatés, 1’industrie
atomique...(Savary, 2010) qui engendre par conséquent une pollution de 1’environnement
(Pierre-Clément,2011).
11.5.2.2. Principales utilisations du cadmium

Production mondiale 20 milliers de tonnes, Batteries et accumulateurs 70 %, Pigments 13
%, Plasturgie 8 %, Autres 9 %( Miquel, 2001).
11.5.2.3. Les caracteristiques physico- chimiques du cadmium

Les caractéristiques physico- chimiques sont données dans le tableau (Tableau 3)

Tableau 3 : Les caractéristiques physico- chimiques du cadmium (Miquel, 2001).

Caractéristiques physique -chimique | Cadmium

Masse atomique 112U
Masse volumique 8,6 g/lcm®
Température de fusion 320,9°
Température d'ébullition 765°
Symbole chimique Cd
Minerai d'origine Scories du
zinc
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11.5.2.4. La toxicité

La concentration normale de cadmium dans le sang est de 5 pg/litre. Cette valeur doit étre
surveillée (Miquel, 2001).

Le cadmium élément non essentiel, est toxique pour I’homme méme a faible dose (a
partir de 100 pg/jour) son principal danger réside dans son effet cumulatif car il ne s’élimine
pratiquement pas. Ses divers composés présentent des effets tres variables selon leur solubilité, et
donc leur facilité¢ d’assimilation par 1’organisme.

Facilement absorbé par I’appareil digestif, le cadmium passe par le sang pour se
concentrer dans certaines parties du corps (foie et surtout reins 30 a 40 %). Des intoxications
chroniques se traduisent par accidents gastro-intestinaux, pulmonaires, rénaux et nerveux
(Savary, 2010).

Une exposition de courte durée a de fortes concentrations de poussiéres ou de fumées, de
composés de cadmium est irritante pour les cellules des systemes respiratoires et gastro-intestinaux
(Miquel, 2001).

Le plomb et le cadmium ont quelques caracteéristiques physico-chimiques communes :

- lls ne se détruisent pas. lls se transportent, changent de forme chimique, mais ne se
détruisent pas.

- Ils ont une conductivité électrique élevée, qui explique leur utilisation dans de
nombreuses industries.

-Mais surtout, ils présentent une certaine toxicité pour I'nomme, entrainant notamment
des lésions neurologiques plus ou moins graves. Tandis que tous les autres ont une utilité dans le
processus biologique -certains métaux (les oligo-éléments) sont méme indispensables a la vie (le
fer, le cuivre, le nickel, le chrome...), les trois métaux cités sont des éléments uniquement
toxiques ( Miquel, 2001).

11.5.3. Zinc

Le zinc est un élément chimique, de symbole Zn et de numéro atomique 30, C’est un
oligo-élément indispensable a la vie et nécessaire au métabolisme des étres vivant, essentiel pour
de nombreux métallo enzymes, le zinc est un des métaux les moins toxiques et dont le probléeme
de la carence induit des phénomenes pathologiques chez tous les étres vivants. Par contre, a
fortes doses, cet élément peut devenir toxique (Gunnar et al., 2007).
11.5.3.1. Sources naturelles et anthropiques

Les concentrations du zinc présent naturellement dans la crodte terrestre sont comprises
entre 70 et 132 mg/kg., habituellement le zinc est rencontré en association avec le plomb, le

cuivre, I’or et I’argent. Le zinc se présente sous forme de sphalérite (sulfure), smithsonite
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(carbonate), calamine (silicate), et franklinite (zinc, manganése, oxyde de fer) (Rollin et Quiot,
2006).

Le zinc est facilement adsorbé par les minéraux argileux, les carbonates ou hydroxydes,
ont montré que la plus grande proportion de zinc dans des sols et sédiments contaminés était
associee aux oxydes de fer et de manganése.

Le flux de zinc vers I’atmosphére de sources naturelles est estimé a 43700 tonnes par
année, dont 60 % de poussieres emportees par le vent, 20 % du fait de la végétation, 15 % de
feux de forét et 5 % des activités volcaniques. Les activités anthropiques sont responsables de
I’émission de 315000 tonnes de zinc par année, c’est a dire d’environ 90 % du total des
émissions de zinc vers 1’atmosphére (Rollin et Quiot, 2006).
11.5.3.2. Les caractéristiques physico- chimiques du zinc

Les caractéristiques physico- chimiques sont représentées dans le tableau (Tableau 4) :

Tableaux 4 : Propriétés physico-chimique du Zinc (Miquel, 2001).

Caractéristique physico-chimique Zinc
Masse atomique 65,409V
Masse volumique 7,11 g/cm3
Température de fusion 420 °C
Température d'ébullition 920 °C
Symbole chimique Zn

11.5.3.3. La toxicite

Le zinc n’a aucun effet négatif sur la santé (Savary, 2010). Il est un élément essentiel au
bon fonctionnement de la vie mais il peut étre toxique a fortes doses (Gourlay-Francéet al.,
2011).

L’évaluation du risque, fondée sur I’estimation d’une concentration ajoutée maximale ne
provoquant pas d’effet toxique, exclut le cas ou le niveau naturel du zinc (Gourlay-Francé et
al., 2011).

11.6. Les effets des metaux lourds
> Sur la sante
Les métaux lourds s’accumulent facilement dans 1’organisme et particulicrement

au niveau des reins. Chaque espéce a des effets spécifiques sur la santé humaine.
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Ces symptomes apparaissent en cas d’absorption ou de contact avec de fortes concentrations en
métaux ou de concentrations plus faibles sur une longue période ( Miquel, 2001).
> Sur ’environnement

La contamination de I'environnement aquatique par des métaux de provenance localisée,
peut avoir des effets délétéeres, c'est-a-dire des effets toxiques aigus ou chroniques, sur la vie
aquatique a l'intérieur de la zone concernée (Cossa et al., 1992).

Les métaux contaminent les sols et les aliments. IIs sont bioaccumulables, ¢’est-a-dire
qu’ils s’accumulent dans les organismes vivants et peuvent perturber les équilibres et
mécanismes biologiques. Les ETM perturbent 1’écosystéme forestier en favorisant la
décomposition de la matiére organique (Quénel et al., 2016).
> Sur les organismes aquatiques

Les organismes vivants ont évolué en présence des éléments métalliques. Certains
métaux sont méme essentiels aux processus biologiques. Les éléments métalliques ont la
propriété de se fixer sur des protéines et ainsi de modifier la structure moléculaire et le mode
d'action de ces dernieres.

Ces modifications de structure peuvent étre essentielles a la bonne fonctionnalité de
certaines Protéines (enzymes, pigments respiratoires), ou au contraire induire un effet toxique en
les inactivant. Les organismes sont capables, dans une certaine mesure, d’utiliser et de réguler les
concentrations en métaux qui leur sont essentiels, des effets toxiques apparaissent (Blanquet et
al., 2004).
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11.1. Généralités

La surveillance biologique est l'utilisation des étres vivants (organismes ou d'organismes
a divers niveaux d'organisation moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique, tissulaire,
morphologique et écologique) pour surveiller I’évolution des modifications, des altérations ou de
la stabilité¢ de la qualité d’un milieu) (Benard et al., 2004). En fournissant des informations sur
I'impact biologique sur I'environnement. La collecte de données biologiques permet d'effectuer
un suivi qualitatif, voire I'histoire de certains milieux (Triplet, 2017).

De maniere générale, la surveillance biologique repose sur deux principes: La
biosurveillance dite sensible (utilise les organismes qui répondent au stress causé par la
pollution), la mesure de cette sensibilité définit trois concepts : le bio-marqueur, le bio-indicateur
et le bio-intégrateur) (Benard et al., 2004). La biosurveillance par accumulation (utilise des
organismes qui ont la capacité de stocker les polluants dans leurs tissus (bioaccumulateurs) suite
a des mécanismes de fixation et/ou de transfert (Conti et Cecchetti, 2001).

La biosurveillance peut étre subdivisée en trois groupes d’activité principaux : détecter
les effets des polluants sur des espéces bios- indicatrices au travers de critéres d’abondance
relative et/ou de présence-absence, ainsi que les changements dans la structure de peuplements
ou de communautés. Evaluer les effets des polluants sur les organismes et mettre en relation avec
les concentrations observées dans ces derniers et d’autres indicateurs abiotiques et biotiques et
détecter 1’éventuelle existence de souches naturelles résistantes parmi les especes pollutolérantes
qui peuvent avoir développé une résistance au polluant (Ramade, 2007).

I11.2. Les biomarqueurs : notions et concepts

L'usage des biomarqueurs représente une méthodologie, qui s'est initialement développée
a des fins de biomonitoring. Il a connu au cours des quinze derniéres années un important
développement dans I'évaluation de la contamination et des effets des polluants sur les
populations et les peuplements naturels (Ramade, 2007).

111.3. Définition d’un biomarqueur

Selon I'une des premiéres définitions, un biomarqueur est une variation, inductible par les
xénobiotiques (un groupe majeur des polluants possédant une forte toxicité méme a de trés
faibles concentrations pour les étres vivants) (Ramade, 2007) de composants ou processus,
structures, ou fonctions cellulaires ou biochimiques, qui peut étre mesurée dans un échantillon ou
un systeme biologique (Lagadic et al.,1997).

Le concept de biomargeur a connu une profonde évolution, parmi le grand nombre de
définitions qui ont été proposées, nous retiendrons la suivante «Le terme de biomarqueurs

désigne des changements structuraux ou fonctionnels observables et mesurables, qui prennent

"



Synthése bibliographique Chapitre 111 : les biomarqueurs

place a divers niveaux de l'organisation biologique, depuis la molécule jusqu'a I'organisme pris
dans son intégralité, qui traduisent une exposition persistante ou passée d'un individu a une ou
plusieurs substances polluantes.» (Jean-Claude et Claude, 2008)
I11.4. Les caractéristiques d'un biomarqueur.

Afin d’évaluer un biomarqueur, six critéres doivent étre disponibles ou établis (Van Der
Oost et al., 2003) :

> Le test pour quantifier le biomarqueur doit étre fiable, relativement cout peu élevé et
facile a réaliser.

» Laréponse du biomarqueur doit étre sensible a I'exposition au polluant et/ou a ses effets
afin de servir de paramétre d'alerte précoce.

» Les données de base du biomarqueur doivent étre bien définies afin de distinguer la
variabilité naturelle (bruit) et le stress induit par les contaminants (signal).

» L’impact des facteurs de confusion sur le biomarqueur la réponse doit étre bien établi.
Le mécanisme sous-jacent des relations entre la réaction aux biomarqueurs et
I'exposition aux polluants (dosage et durée) doivent étre établie.

» La signification toxicologique du biomarqueur, par exemple les relations entre sa
réaction et I'impact (a long terme) sur I'organisme, doivent étre établis.

» De plus, (Van Der Oost et al., 2003) rajoutent a ces critéres, qu’un biomarqueur devra
étre, si possible, non invasif ou non destructif afin de faciliter le suivi des pollutions sur
les especes protégées ou menacées.

I11.5. Utilisations des biomarqueurs

Les biomarqueurs sont des outils mis en ceuvre pour établir un diagnostic de risque
environnemental. Leurs usages et leur intérét, notamment dans la détermination du risque de
pollution (Garric et al., 2010).

L’utilisation la plus courante actuellement des biomarqueurs, en particulier en milieu
marin dans le cadre de conventions internationales pour la Méditerranée ou I’ Atlantique, est la
surveillance a long terme de 1’exposition des organismes a des contaminations biodisponibles
(Garric, 2009).

Ils constituent un signal précoce de I'effet de la contamination sur les organismes. Leurs
usages et leur intérét dans la détermination du risque environnemental sont devenus
incontournables. Toute fois le manque de connaissance sur les mécanismes physiologiques et
fonctionnels et le comportement de certains organismes aquatiques sentinelles utilisés limitent

fortement 1’utilisation optimale de ces outils (Figure 4) (Galloway et al., 2004).

©
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Figure 4. Représentation des méthodologies faisant appel a I’utilisation des biomarqueurs dans
I’évaluation des risques écotoxicologiques (Lagadic et al., 1997).

I11.6. Les différents types des biomarqueurs

Il est classique en écotoxicologie, de distinguer trois types de biomarqueurs : les
biomarqueurs d'exposition a un xénobiotique, les biomarqueurs d'effets de I'exposition et les
biomarqueurs de sensibilité aux effets provoqués par I'exposition (Lagadic et al., 1997).
111.6.1. Biomarqueurs d'exposition

Les biomarqueurs indiquent que le polluant présent dans le milieu a pénétré dans
I'organisme, Généralement, les biomarqueurs d'exposition sont le résultat de l'interaction du
polluant avec des molécules biologiques dans des tissus et/ou dans des liquides corporels
(Ramade, 2007). Ces biomarqueurs s’averent particuliérement utiles dans la détermination de la
biodisponibilité des contaminants (Chapman et al., 2013).
111.6.2. Biomarqueurs d'effet

Regroupe I’ensemble des événements qui permettent de vérifier que les concentrations
aux quelles le xénobiotique considéré se rencontre dans les tissus ont produit un effet, toxique ou
non, sur une cible critique. Certains biomarqueurs peuvent étre spécifiques d'un groupe
taxonomique particulier ; d'autres peuvent étre appliqués a tous les organismes (protéines de
stress par exemple) (Amiard et Amiard-triquet, 2008).
111.6.3. Biomarqueurs de sensibilité

Le phénomene de variation d'origine génétique de la réponse a la contamination par les
polluants qui se traduit par une variation de la sensibilité a suscité un grand intérét lors d'études

portant sur I'exposition a des composés toxiques chez I'hnomme (Martin-Diaz et al., 2004 ).

2

=



Synthése bibliographique Chapitre 111 : les biomarqueurs

I11.7. stress oxydant
111.7.1. Définition du stress oxydant

Le stress oxydatif résulte de 1’accumulation de dommages oxydatifs menant a la
dégradation de différentes composantes cellulaires, causés par une grande variété de molécules
instables nommeées « espéces réactives de 1’oxygeéne » ou «especes réactives » (Costantini,
2014 ; Halliwell et Gutteridge, 2015) il est défini par Siess, comme : «un déséquilibre entre les
systémes pro-oxydants et antioxydants en faveur des premiers, et source d’effets toxiques
potentiels» (Ramande, 2007).
111.7.2. Le stress oxydant chez les organismes marins

Les organismes marins sont exposés a une large gamme des facteurs environnementaux
variant spatialement et temporellement. La plupart des organismes ont développé une certaine
capacité a s’adapter a ces fluctuations. Ainsi les défenses antioxydants des animaux peuvent
s’adapter aux niveaux de production de ROS induits par ces fluctuations environnementales. Il
n’est alors pas sur prenant d’observer des variations saisonniéres des activités antioxydants chez
nombre d’animaux marins (Castex, 2009).
111.7.3. Biomarqueurs du stress oxydant mesureés

e Lacatalase (CAT)

La catalase est une enzyme antioxydant qui catalyse la décomposition du peroxyde
d’hydrogéne (H20.) en eau et en oxygéne moléculaire (O2) (Sellami et al., 2012), elle est
présente depuis les procaryotes jusqu’aux mammiféres (protéine tres conservée). Elle est
également I’enzyme la plus abondante du peroxysome (Orbéa et al., 2000).

e Le malondialdehyde (MDA)

Le malondialdéhyde (MDA) est un produit terminal de décomposition oxydative des lipides
(Michel et al., 2008) et dont la teneur est en relation étroite avec les dégradations de la
membrane cellulaire, permet de montrer I’effet d’une pénétration d’un xénobiotique dans
I’organisme. Ce paramétre constitue un indicateur précoce d’une agression toxique et par
conséquent il peut étre utilisé comme biomarqueur du stress oxydatif (Ladhar-Chaabouni et
al., 2007)

e Glutathion (GSH)

Le glutathion ou y-L-glutamyl-L-cystéinglycine est un tripeptide dont la concentration
cellulaire peut atteindre dans certaines cellules animales 5 mM. Il est considéré comme 1’un des
plus importants agents antioxydants impliqué dans la protection de la cellule contre les espéces
réactives de 1’oxygéne (Van der Oost et al., 2003), Grace a son groupement SH libre, le

glutathion constitue le principal antioxydant propre a la cellule (Ellman, 1959).
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e Glutathion-S-transféras (GST)

Glutathion-S-transféeras est une famille d’enzymes qui se retrouve dans le cytosol et les
mitochondries (GST soluble) et dans les microsomes (GST associées aux membranes).

La GST catalyse une réaction de conjugaison entre le glutathion et des molécules
réactives contenant des sites électrophiles (carbone, azote ou atome de soufre). Elle détoxifie les
xenobiotiques électrophiles (polluants, médicaments, antibiotiques, pesticides), la GST rend ces
substances moins toxiques et plus hydrosolubles que les molécules de départ. (Hayes et al.,
2005).
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En Algérie Parapenaeus longirostris constituent presque la totalité des captures en
crevettes par sa qualité et sa abondante (Nouar, 2007).

Le matériel biologique utilisé, dans ce travail consiste en des crevettes pechées de deux
régions différentes localisées dans I’Est algérien, il s’agit de Jijel et Skikda. Aprés débarquement
dans les ports de Jijel et Skikda.

Parapenaeus longirostris a été péchée pendant la nuit a des profondeurs comprises entre
80 m et 120 m pour la région de Jijel, 35 m et 98 m pour Skikda, les prélevements se sont
déroulés les trois mois de printemps (mars, avril et mai).

Les crevettes sont mises dans une glaciére et recouverte de glaces puis transportées vers
le laboratoire d’écologie d’université Mohammed Sedik Benyahia Jijel, subissant ainsi une étude
biométriques puis des prélevements de la chair afin de déterminer les teneurs en métabolites
(protéines, lipides, glucides), concentrations des métaux lourds (plomb, cadmium et zinc) et le
stress oxydant induit par ces métaux.

I.1. Présentation des régions étudiées
1.1.1. Région de Jijel

La wilaya de Jijel située sur la cote Nord-est de 1’Algérie, elle est connue pour étre une
wilaya a vocation de péche vu sa facade maritime qui s’étend sur un front de 120 km ainsi que
ses caractéristiques naturelles et sa situation géographique, et par son climat méditerranéen
caractérisé par I’alternance d’une saison séche et d’une saison humide, avec un hiver doux et des
précipitations annuelles en moyenne de 1200 mm/an qui en font ’'une des régions les plus
pluvieuses du pays.

La baie de Jijel est en majeur partie formée de plages s’étendant sur une quarantaine de
kilométres a ’Est de Jijel et de falaises vers 1’Ouest. En arriere, sont situés des marais d’eau
saumatre reliés a la mer directement ou indirectement par des riviéres descendantes des
montagnes (Hemissi, 2008).

Les crevettes ont éte recueillies dans deux positions (37° 0'37.42"N, 6° 0'23.97"E) et (37°
1'21.39"N, 6° 8'4.46"E), elles sont situées a la région d’Oued Zhour le long du golfe de Jijel.

Elles sont situées a 50 km Est de la ville de Jijel (Figure 4).

2

0



Partie expérimentale Chapitre | : Matériel et méthodes

Légende
i 8 Elementt

Port de peche Boudis

Figure 4: Situation géographique de la zone d’échantillonnage de Jijel. (Google earth)
1.1.2. Région de Skikda

La wilaya de Skikda se situe dans le nord-est de 1’ Algérie et s’étend du cap de Fil Fila
jusqu’ au cap de Stora, et a l’arriére par la route nationale RN 44. La zone intégre les
agglomérations secondaires de Stora et de Ben M Hidi, les trois ports (hydrocarbures, commerce
et de péche) et elle s’étend sur un linéaire de 28,69 kilométres et une surface de 40,06 km?.
(Hadef et Belkacem, 2017).

Skikda est limitée au nord par la mer Méditerranée, a 1’est par la wilaya de Annaba, a
I’ouest par la wilaya de Jijel, au sud par Constantine et Guelma, et par Mila au Sud-ouest, entre
les altitudes 36°5N et 36°15N et les longitudes 7°15 E et 7°30 E Couvrant une superficie totale
de 4137,68 km? avec une frange littorale de 142 Km de long, représentant ainsi 12% du littoral
algérien.

Le climat est de type méditerrané, se caractérisant par un hiver doux et pluvieux, un été
chaud et sec
Cette région est caractérisée par 03 oueds qui plongent dans la mer

» Oued Saf Saf entre les deux ports (port de péche Stora et port mixte.

» Oued Guerguora, Oued Tamanrt a I’Ouest. ( Hadef., 2008).
Le port de péche de stora est situé a 3 km de la région de Skikda. Il est attaché a
I’E.U.R.L/E.G.P.P (Hadef., 2008) (figure 5).
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Figure 5 : Situation géographique de la zone d’échantillonnage de Skikda. (Google earth)
1.2. Analyses effectuées
Les différentes analyses effectuées au laboratoire sont représentées dans ce schéma
(Figure 6)
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Figure 6: Diagramme récapilatif expliquant les différentes analyses effectuées sur les crevettes.

1.2.1. Identification des especes et separation des sexes :

Les crevettes péchées sont examinées et identifiées selon des criteres bien déterminées:

La forme, la taille et la couleur du corps.

>
» Le développement de I’abdomen et son emplacement par rapport au céphalothorax.
>

La couleur, la longueur forme et nombre des dents de rostre.

» Laforme et la longueur des antennes et des antennules.

La distinction des sexes repose surtout sur la taille, la couleur et I’observation de la partie
ventrale de I’animal Chez les males au niveau de la premiére paire des pléopodes, les deux

articules fusionnent pour former 1’organe copulateur (le pétasma), alors que chez les femelles,
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ces deux articules sont séparées, et la zone entre la quatrieme et la cinquiéme paire de
péréiopodes est fermée constituant une petite poche appelée : poche thélycale ou thélycum qui
recoit les gametes males.

1.2.2. L’étude biométrique :

Apres I’identification des espéces et la séparation des sexes, 1’étude biométrique a été
réalisée sur des males et des femelles Parapenaeus longirostris. A I’aide d’une balance, chaque
individu est pesé pour déterminer le poids total (PT) Nous avons mesuré les parametres suivants
la longueur totale (LT), la longueur du céphalothorax (LC), la longueur du rostre (LR), la
longueur de I’abdomen (LA), la longueur de 1’'uropode (LU), la longueur du telson (L tel), et
nous avons utilisé un pied a coulisse pour mesurer la hauteur du corps.

1.2.3. Dosage des métabolites
1.2.3.1. Préparation des échantillons

Un fragment de la chair (0,3g) est prélevé dans la partie abdominale de chaque individu,
apres pesée, met dans des tubes eppendorfs additionnés de 1ml de TCA (20%) puis étiquetés et
conservés au congélateur en attendant les dosages.
1.2.3.2. Extraction des métabolites

L’extraction des métabolites des échantillons a été réalisée selon le procédé de (Shibko et
al., 1966) (Figure 7). Les fragments des échantillons additionnés de 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 | qui renferme des glucides. Le culot | est ensuite
additionné de 1ml d’éther/chloroforme (1V/1V). Une deuxiéme centrifugation est réalisée a 5000
trs/min pendant 10 minutes permettant ainsi 1’obtention du surnageant I qui contient les lipides,
tandis que le culot 11, dissout dans 1ml de NaOH (0.1N), sera utilisé pour le dosage des protéines

totales.
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Figure 7 : Extraction et le dosage des métabolites (Shibko et al., 1996).
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a. Dosage des glucides

Le dosage des glucides a été réalisé selon la méthode de (Duchateau et Florkins, 1959)
cette méthode repose sur les propriétés chimiques spécifiques des oses. Une voie treés générale
est la déshydratation 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).

Cette méthode utilisant 1’Anthrone comme réactif (annexe A), les dérives furfuraliques
condensés a I’ Anthrone donnent des composés bleu-vert dont 1’absorbance 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 5).

Tableau 5 : 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 ’intensité

de coloration est mesurée a une longueur d’onde de 530 nm qui est proportionnelle a la

concentration des lipides.

La solution meére de lipide est préparée en utilisant I’huile de tournesol qui contient plus

de 99% de triglycérique ; 25mg d’huile sont pesés dans un tube eppendorfs, et repris dans 10 ml

d’un mélange Ether/Chloroforme (1 V/1 V). La courbe d’étalonnage est réalisée a partir du

(Tableau 6).
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Tableau 6 : Réalisation de la gamme d’¢talonnage 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) 25 2.5 2.5 25 25
Quantité des lipides (ug) 0 50 100 150 200 250

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 pendent 10 min, apres refroidissement,
prendre 200 pl de chaque tube puis additionner 2.5 ml de vanilline (annexe A). Aprés 30
minutes d’incubation a 1’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 595nm; se
manifestant par le changement de la couleur du bleu brillant de coomassie (BBC: G250) ;
(annexe A) apres des liaisons avec les acides aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine et
phénylalanine) et les résidus hydrophobes des acides aminés présents dans les protéines. Le
changement d’absorbance est proportionnel a la quantité du colorant li¢, indiquant donc la
concentration en protéines dans 1’échantillon.

La réalisation de ce dosage nécessite 1’élaboration d’une gamme d’étalonnage de
protéines standards. Les résultats sont exprimés en équivalent-albumine (I’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 7).

Tableau 7 : 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
Quantite des protéines (ug) 0 200 | 400 600 800 1000

Les protéines des échantillons ont été dosées dans une aliquote de 100 pl additionné de 4
ml de BBC. Aprés agitation, la lecture des absorbances a été effectuée a 595 nm contre un blanc

a I’aide d’un spectrophotometre.
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1.2.4. Dosage des métaux lourds
1.2.4.1. Analyse des métaux traces par spectrométrie d’absorption atomique SAA

La spectrométrie atomique s’applique a ’analyse quantitative et qualitative d’environ 70
¢léments. Sa solubilité couvre un domaine qui s’étend de la ppm au ppb. Sa rapidité, sa
simplicité, sa sélectivité exceptionnellement élevée et le cout modéré de son appareillage
constitue autant d’atouts supplémentaire de la méthode (Skoog et al., 1997).

Le principe de la SAA est le phénoméne nommee 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 partie du rayonnement correspondant a des longueurs d’ondes bien définies sera
absorbé. Une lampe a cathode creuse (LCC), ayant pour cathode 1’élément étudié, produit un
spectre d’émission caractéristique de I’¢lément sous I’effet d’une décharge électrique. Sur le
parcours du rayement se situ¢ un atomiseur (unité permettant le passage a 1’état d’atome)
contenant I’échantillon a analyser a I’état gazeux dont les atomes absorbent dans le domaine de
résonance. L’intensité de la lumicre primaire sera donc atténuée les raies spectrales qui ne sont
pas absorbées, ne sont pas atténuées (Schwedt, 1993). La chaleur nécessaire pour faire passer
I’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 nébuliseur qui convient 1’échantillon en
un aérosol, qui est alimenté dans le bruleur. L’atomisation se produit dans la flamme qui est
habituellement alimentée par I’acétyléne et du protoxyde d’azote (N20-C2H2) 3100K ou de 1’air
comprimé (air-C2H,) 2500k (OIML, 1991).

Les solutions de référence sont préparées a 1’aide des solutions pures (cadmium chloride in
water (100 mg/Cd); Lead Standard (100 mg/Pb) Lead Il nitrate in water PbINChh- Pb(NOs)
achetées pour 1’absorption atomique par Merk. La lampe cathodique émet son rayonnement au
travers d’une lentille focalisant le faisceau au travers de la flamme. Un monochromateur recoit le
signal et mesure ’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
Abs =K L No
Ou:

K: coefficient d’absorption ou de la section de capture d’un photon.
L: longueur du chemin optique dans I’atomiseur.
No : nombre d’atomes a 1’état fondamental par unité¢ de volume dans 1’atomiseur.
L’appareil utilis¢é dans notre travail est du modéle AA-6200 (SCHIMADZU-

CORPORATION) caractérisé par une limite de détection (concentration d’un ¢lément qui donne
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un signal égal a trois ’écart type du bruit de fond) varie de 0.001a0.02ppm avec une exactitude

de 1 4 2% d’erreur relative. Photo 4.

Photo 4: spectrophotométre d’absorption (Cliché personnel)

1.2.4.2. Dosage des métaux dans les crevettes

Les crevettes congelées auparavant sont décongelés puis portés a 1’étuve a 105 °C pendant
48 heures pour les faire séchées totalement, la matiere séchée est ensuite broyée puis tamisée sur
des mailles de 2 mm. La poudre ainsi obtenue va subir une digestion humide avec 1’eau régale
(HCL/HNO3,1V/3V), cette technique consiste en une digestion de la matiére organique dans un
milieu trés oxydant puisqu’on ne peut faire appel a des catalyseurs minéraux, 1’opération est
brutale, présente des risques mais elle est rapide et a la fin le milieu de minéralisation renferme
la totalité des éléments minéraux en solution, sans risque de perte par volatilisation (Dauvillier,
1998).

Dans un ballon, un gramme de 1’extrait sec en poudre est additionné de 16 ml de 1’eau,
régale puis porté a 1’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 & 3 ml. Au fur et a mesure la couleur de la fumée 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 a 4 ml qui sera filtré sur papier puis complété a 25 ml par
I’eau bidistillée. Une deuxieme filtration s’effectue sur membrane (pore de 4-5 pm), le filtrat

final est conserve a froid (4 a 8°C pendant 30 jours au maximum) dans des flacons en
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polyéthyléne 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 haute.

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

de I’¢échantillon acide apres la digestion).

ppm
1g » (Vtech — Vtech acid)

[Métaux u_g] =
4

Ou:
1g : la masse de la prise d’essai.
Vt eh : volume total de I’échantillon 25ml.
Vt ech acid : volume total de 1’échantillon apres la digestion =3 ml
1.2.5. Les biomarqueurs du stress oxydant
1.2.5.1. Extraction de la fraction « S9 »

Les dosages relatifs aux suivis de biomarqueurs de stress oxydant nécessitent que les tissus
biologiques fassent 1’objet préalable d’une homogénéisation et d’un fractionnement
subcellulaire. L’ensemble de ces procédures se déroulent dans un tampon adapté dont la
composition est la suivante : tampon phosphate 100 mM (8,44 ml), glycérol 20 % (1,56 ml) et
phénylméthanesulfonylfluoride (PMSF) 0,2 mM (2 uL).

Une fois ’organe prélevé, il doit donc étre placé dans un tube dans lequel un volume
déterminé de ce tampon aura préalablement étre déposé (environ 500 pl pour 100 mg de tissu).

Le broyage des tissus doit étre réalisé directement dans un tube ou il se trouve, et ce afin
d’éviter une perte trop importante de matériel lors de transvasements successifs. La vitesse de
rotation de I’homogénéisateur doit €tre assez faible pour ne pas réchauffer 1’échantillon mais
suffisante pour minimiser le temps de broyage et ainsi éviter une détérioration de 1’échantillon.

Une fois les tissus correctement homogénéisés dans le tampon (la chair de crevette), on
procede a leur centrifugation (15min ; 10 000 g ; 4 °C) en vue de I’obtention de la fraction dite
«S9 ».

La fraction S9 est en effet utile pour I'étude 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 1’analyse
(Barillet, 2007).
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1.2.5.2. Dosage de I’activité catalase (CAT)

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 oxygeéne (Regoli et Principato, 1995).

L’activité catalase est mesurée a 1’aide d’un spectrophotométre 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 1 minute :

> 780l de tampon phosphaté (0.1M ; pH 7.5).
> 200ul H202 (0.5M).

» 20pl homogénat.

» Lalecture apres 15 sec durant 1min.

A une température d’incubation de 25°C. Les résultats sont exprimés en umole d’H20- par
minute dans un mg de protéines.

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

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 délai durant 60

secondes de mesure. L’activité CAT est calculée par la formule suivante :
pmol
Activité CAT (‘™ de prot) =
mg

ADO x 10
€ XL xXx0.05

Ou:
DO : densité optique.
L : longueur de la cuve utilisée.
X : la lecture des protéines
€ : coefficient d’extinction = 0.0004mM~.cm™
1.2.5.3. Dosage de glutathion (GSH)
Le glutathion ou y-L- glutamyl-L-cysteinglycine est un tripeptide. 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 1’oxydation du GSH par le DTNB, ce qui libére I’acide
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thionitrobenzoique (TNB).

La concentration du glutathion sanguine est mesurée selon les étapes suivantes :
> 230pl de DTNB (10mM)

» 250ul de tampon phosphate (0.1M, PH= 8)

> Ajoutée 20pul de la source enzymatique

» Laisser le mélange pendant 15 min d’incubation

> La lecture de la densité optique est effectuée a 412nm

Le taux du GSH est déduit a partir d’'une gamme étalon de glutathion (100mM, 50mM,

25mM, 12.5mM) (Tableau 8) (Annexes 4).

Tableaux 8: Réalisation de la gamme étalon de GSH

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

Préparer dans les mémes conditions que le dosage et les concentrations sont exprimes en

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

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

Les glutathions S-transférases (GST) sont des enzymes de métabolisation, dont la

fonction est de conjuguer a une molécule de glutathion (qui possede 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 :
» 850ul du tampon phosphate (0,1 M ; pH 6,5).
> 50ul du CDNB (20 mM).
> Incubation du mélange réactionnel a 37°C pendant 10 min.

» Additionner 50ul de I’homogénat.
» 50pl du glutathion.

La variation de la densiteé optique est lue chaque minute pendant 5 min a 340 nm.

On fait les calculs de 1’activité GST selon la relation suivante :

Ul
Taux de GST (—)

AD XVt

ml

- 9.6 XxVe X Prot
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Ou:

Vt : volume total (en millilitres) de 1’essai.

9,6 : coefficient d’extinction milli-molaire du glutathion-I-chloro-2,4-dinitrobenzene conjugué a
340 nm.

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

N.B:

Le mode de préparation de chaque solution et tampon est noté dans I’annexe B selon la
chronologie des dosages.

1.2.5.5. 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 colorimétriqgue de la réaction entre 1’acide
thiobarbiturique (TBA avec la malondialdéhyde, composé issu de la peroxydation lipidique des
acides gras polyinsaturés des membranes cellulaires donnant un complexe rose mesuré a une
longueur de 532 nm.

Le dosage est réalisé selon les étapes suivantes :
» 200pl de surnageant additionner a 1 ml de TCA (100g/1).
Chauffer au bain marie a 100°C pendant 15min.
Refroidissement dans un bain de glace.
Centrifugation (10000trs/min ; 10min).
0.8 ml (800pl) de surnageant sont additionnés a 0.4ml (400ul) TBA (0.67g dans
98ml eau distillée + 2ml NaOH (2N).

Chauffer au bain marie a 100°C ; 10min.

YV V V V

Refroidissement dans un bain de glace.
Ajouté 0.6m1 (600ul) de butanol.

YV V V V

Aprés avoir agité au vortex le mélange, une derniére centrifugation

(10000trs/min; 10min) est effectuée.

» Reécupérer le surnageant constitué de butanol renfermant les complexes TBA-
MDA.

» Faire la lecture des absorbances a une longueur d’onde de 532nm.

Le taux du Malone dialdéhyde est déterminé selon la formule suivant :

(DO*volume total de la cuve=103)/(156+volume de la prise d'essai)

Taux du MDA =

mg de protéines
Ou:

DO : densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat a 532 nm.
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156mM ~1ecm™! : coefficient d’extinction molaire du TBA.
Volume total de la cuve : 1ml.
Volume de la prise d’essai (volume homogénat) :0.5ml.
10 3: unité de conversion en pM.
Mg de protéines : taux de protéines en mg.
N.B : Le mode de préparation de chaque solution et tampon est noté dans ’annexe 2 selon
La chronologie des dosages.
1.5. Analyses statistiques (par Microsoft Office Excel)
1.5.1. Régression linéaire
La quantité des différents métabolites (glucides, lipides et protéine) et le taux du
glutathion dans les échantillons biologiques a été déterminée a partir d’une courbe de référence
dont I’équation est de type :
Y=aX+b
Y : absorbance.
X : quantité du métabolite.
B : coefficient.
1.2.6. Teste t de student
La comparaison des valeurs enregistrées entre les males et les femelles de Parapenaeus
longirostris des différents parameétres étudiés (parameétre biométrique).
1.2.6.1. ’analyse de la variance a un seul critere de classification
L’analyse de la variance a un seul critéres de classification a été utilisée pour étudier la
variation de la teneur en métabolites, la concentration des métaux lourds et les valeurs des
biomarqueurs dosés chez P. longirostris au cours des trois mois (mars, avril et mai).
1.2.6.2. ’analyse de la variance a deux critéres de classification
L’analyse de la variance a deux critéres de classification a été utilisée pour comparer les
teneurs en métabolites, la concentration des métaux lourds et les valeurs des biomarqueurs dosés
chez P. longirostris entre les deux régions (Jijel et Skikda) au cours des trois mois (mars, avril et
mai)
1.2.6.3. le seuil de signification

Le seuil de signification est représenté comme suit :

Hautement trés non
Significatif | significatif significatif significatif .
P <0.001 P<0.01 P> 0.05
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* . comparaison entre les males et les femelles par le test T de student les deux régions (Jijel,
Skikda).

a : comparaison entre les trois mois (mars, avril, mai) de Jijel par ANOVA a un seul critere

b : comparaison entre les trois mois (mars, avril, mai) de Skikda par ANOVA a un seul critere
# . Comparaison entre les deux régions par ANOVA a deux critéres

*#, ab: différence significative.

** ## | aa,bb : différence trés significative.

**k # ## | aaa, bbb : différence hautement significative.

NS : différence non significative

3
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11.1.1. La région de Jijel

La comparaison des valeurs moyennes, par le test t de student, des différents paramétres
biométriques mesurés chez les méles et les femelles de P. longirostris, pendant les trois mois
(mars, avril et mai), révele qu’il y a une différence hautement significative (P < 0,001) pour la
longueur de I’abdomen (LA) et la longueur de I’uropode (LU) pendant le mois de mars, pour le
poids total (PT) au cours du mois d’avril. Une différence trés significative pour la hauteur du corps
(H) au cours du mois de mars et pour la longueur de rostre (LR) pendant le mois d’avril.

Il existe aussi une différence significative pour la longueur totale (LT) ; la longueur du
rostre (LR) au cours du mois de mars, et pour la longueur de 1’uropode (LU), la hauteur du corps
(H) au cours du mois d’avril en plus pour le poids totale (PT) pour le mois de mai (Tableau 9,
Figure 8).

11.1.2. La région de Skikda

La comparaison des valeurs moyennes des parametres biométriques au cours des trois mois
(mars, avril et mai) chez P. longirostris entre les méles et les femelles par le test t de student montre
qu’il y a une différence hautement significative (P < 0,001) pour le poids total (PT) pendant le
mois de mai, ainsi qu’une différence trés significative pour la hauteur du corps (H) au cours du
mois d’avril et pour la longueur de I’abdomen (LA) pendant le mois de mai.

I1 y’a aussi une différence significative pour la longueur de I’abdomen (LA) dans le mois
de mars et la longueur de 1’uropode (LU) et la longueur du telson au cours du mois d’avril
(Tableau 10, Figure 9).

11.1.3. La comparaison entre les deux régions (Jijel et Skikda)

L’analyse statistique des paramétres biométriques chez P. longirostris entre les deux
régions Jijel et Skikda par ANOVA a deux criteres de classification révele une différence
hautement significative (P < 0,001) pour la longueur d’uropode (LU)et une différence
significative pour la longueur du telson (Lte) (P < 0,05) chez les méles. Elle montre aussi une
différence tres significative pour la hauteur du corps (H), le poids total (PT) (P < 0,01) et une
différence significative pour la longueur d’uropode (LU), la longueur du telson (L), la longueur

totale (LT) chez les femelles (Annexe 8).
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Tableau 9 : Variation des parametres biométriques chez les méles et les femelles de P. longirostris au cours des trois mois (mars, avril et mai)

dans la région de Jijel (m+s, n=4-16).

g (n=4)

¢ (n=16)

Mars

Test t de
Student

3 (n=5)
Jijel
Avril 9
(n=15)
Test t de
Student

3 (n=7)
Mai 9
(n=14)
Test t de
Student

PT LT LC LA
4,726+0,168 9,966+0,208 4,140,1 5,866+0,152
753+ 1,76 | 10,354+1,203 4,709+0,625 @ 5,654+0,605
0,33 0,01 * 0,316 11,11x 10711
* %k
7,16+1,337 12,07/5+0,713 5,175+0,731 6,8+1,013
13,374+2,55 13,158+1,330 5,666+0,819 @ 7,758+0,545
6,36x 10~° 0,224 0,294 0,145
* %k
3,85+0,74 9,3+1,161 4,014+0,71 5,171+ 0,53
5,004+0,98 9,442+0,634 3,885 + 0,302 4,971+0,621
0,030 * 0,781 0,673 0,531

LR

0,833+0,115

1,136+0,605

0,017 *

0,95+0,1

1,26640,137

0,001 **

140,141

0,94240,097

0,397

LTel

1,340,264

1,402+0,242

0,565

1,540,294

1,608+0,231

0,593

1,1+0,1

1,128+0,095

0,593

LU

1,633+0,057

1,945+0,129

0,0002 ***

2,075£0,125

2,325+0,252

0,024 *

1,671+0,245

1,657+0,237

0,914

H

0,966+0,025

1,240,173

0,001 **

1,02+0,164

1,3184+0,223

0,024 *

0,80+0,164

0,7574+0,097

0,564

E
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Figure 8 : Parameétres biométriques chez les males et les femelles de P. longirostris au cours des

trois mois (mars, avril et mai) dans la région de Jijel.
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TableaulO : Variation des parametres biométriques chez les méles et les femelles de P. longirostris au cours des trois mois (mars, avril et mai)

dans la région de Skikda (mzs, n=7-15).

3 (n=7)

Mars
?
(n=13)
Test tde
Student

d (n=8)
Avril o

Skikda

(n=12)
Test t de
Student

4 (n=5)

g

(n=15)
Test tde
Student

Mai

PT
6,10+0,771

5,991+2,088

0,889

5,088+0,79

6,643+2,152

0,066

3,337£0,325

5,273+0,786

2,87x 1075

*k*k

LT

LC

11,225+1,08 4,838+0,538

9,941,454

0,062

9,63610,78

10+1,236

0,458

9,92+0,67

9,92+0,734

0,370

4,514+0,75

0,350

4,140,442

4,355+0,959

0,476

3,825+0,457

4,1940,550

0,244

LA
6,300+0,686

5,385+0,791

0,021 *

5,494+0,408

5,855%+0,836

0,256

4,7751+0,411

5,760,330

0,007 **

LR
1,2414+0,152

1,114+0,186

0,152

1,063+0,128

1,111+40,153

0,47

1,1254+0,095

1,1440,171

0,839

Lel LU H
1,208+0,144 1,866+0,143  0,946+0,063
1,140,129 1,71+0,343 0,94+0,111
0,113 0,300 0,888

1,181+0,107 1,718+0,153 0,79040,122

1,4+0,206  1,922+0,130 0,977£0,139
0,014 * 0,004 ** 0,006 **
0,975+0,125 1,65+0,057 0,775%0,05
1,140,115 1,7£0,105  0,84%+0,107
0,146 0,283 0,151

E



Partie expérimentale Chapitre 11 : Résultats et interprétation

14 -+
= Mars
S 12 4
S 10 -+ *
(5]
> 8 -
c
° 6 - m Male
Il u femelle
[%2]
=
S 2 -
a

0_

PT LT LC LA LR LT LU H
Parametres biométriques
12

poids (g), longueur (cm)

10 Avril
" m Male
m femelle

o * %
PT LT LC LA LR LT LU H

o N B o)) (o]

Paramétres biométriques

12 -+
T 10 - .
£ 0 Mai
5 8 -
% kK 3k %k %k
2 6
o B Male
§ 47 m femelle
3 2
S
Q

PT LT LC LA LR LT LU H

Paramétres biométriques

Figure 9 : Parameétres biométriques chez les males et les femelles de P. longirostris au cours des
trois mois (mars, avril, mai) dans la région de Skikda.
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11.2. Dosage des métabolites
11. 2.1. Les glucides
11. 2.1.1. Réalisation de la courbe d’étalonnage

Avant de determiner la teneur en glucides dans les échantillons nous avons réalisé une
courbe d’étalonnage (Annexe 1).
11. 2.1.2. Teneur des échantillons en glucides

L’ANOVA a un seul critére montre une diminution hautement significative de la teneur en
glucides, du mois de mars au mois de mai, marquée chez P. longirostris pour les deux régions Jijel
(P =0,70x10°< 0.001) et Skikda (P = 0,50 x 10®< 0.001).

L’analyse de la variance par ANOVA a deux critéres révele également que les crevettes de
Skikda renferment les teneurs les plus élevées (P =2,41x 10~ ¢ < 0.001)(Tableau 11, Figure 10).
Tableau 11 : Variation mensuelle des teneurs en glucides (mg/100 mg de tissu) dans la chair de

P. longirostris des deux régions Jijel et Skikda (mzs, n=5).

Mois
Régions Mars Avril Mai P (ANOVA)

Jijel 4,086 + 0,095 2,569 + 0,04 1,252 £ 0,021
P (ANOVA) 0,70x 10~° aaa 2,41 x 107°
Skikda 6,765 + 0,035 5,008 + 0,022 4,325 + 0,042 Hitt
P (ANOVA) 0,50x 1078 bbb

§ = [

526

@ﬁ ; aaa

ST ° bbb

5 e 41 it

©Q 3 mjijel

€< 5. m skikda

B g

sE1-

O g

mars avril mai

Figure 10 : Teneur en glucides (mg/100 mg de tissu) dans la chair de P. longirostris de Jijel et
Skikda.
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I1.2.2. Les lipides
11. 2.2.1. Réalisation de la courbe d’étalonnage
La quantité des lipides a été déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage (Annexe 2).
11. 2.2.2. Teneur des échantillons en lipides
L’analyse de variance a un facteur des teneurs en lipides révele une diminution significative
au cours des mois d’avril et mai par rapport au mois de mars et cela dans les deux régions (Jijel
P=1,55x 107° < 0,001 et Skikda P = 3,70x 10~° < 0,001) tandis que ’ANOVA a deux critéres
signale une différence hautement significative (P = 0,0001 < 0,001) dans la concentration des
lipides entre P. longirostris de Jijel et de Skikda (Tableau 12, Figure 11).
Tableau 12 : Variation mensuelle des teneurs en lipides (mg/100 mg de tissu) dans la chair de
P. longirostris de Jijel et Skikda (mz+s, n=5).
Mois
Régions Mars Avril Mai P (ANOVA)
Jijel 0,377 £ 0,003 0,108 + 0,003 0,247 + 0,004

0,0001###
P (ANOVA) 1,55% 1079 aaa

Skikda 0,605+0,004 0,517+0,004 0,401+0,003

P (ANOVA) 3,70x 10~ bbb

0,7 ~

0,6 -
aaa
bbb
HiH

H jijel

M skikda

0,5 -
0,4 -
0,3 -

0,2 -

concentration en lipides
(mg /100 mg de tissu)

0,1 -

mars avril mai

Figure 11 : Teneurs en lipides (mg/100 mg de tissu) dans la chair de P. longirostris de Jijel et de
Skikda.
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11. 2.3. Les protéines
11. 2.3.1. Réalisation d’une courbe d’étalonnage

La teneur en protéines dans les échantillons a été déterminée a partir d’une courbe
d’étalonnage (Annexe 3).

11. 2.3.2. Teneur des échantillons en protéines

Les résultats obtenus révélent que la teneur en protéine est plus élevée chez P. longirostris
par rapport a celle des glucides et lipides (49,319 a 36,42 mg/100 mg de tissu).

L’ANOVA aun facteur signale également qu’il n’existe aucune différence significative au
cours des trois mois dans les deux régions, ainsi que L’ANOVA a deux facteurs montre une
différence significative dans la teneur en protéines (P = 0,32 < 0,50) entre les crevettes des Jijel
et celles de Skikda (Tableau 13, Figure 12).

Tableau 13 : Variation mensuelle des teneurs en protéines (mg/100 mg de tissu) dans la chair de

P. longirostris de Jijel et Skikda (mzs, n=5).

Mois
Régions Mars Avril Mai P (ANOVA)
Jijel 43,96 4,35 41,20 £ 2,25 43,71+ 2,54
P (ANOVA) 0,352 NS 0,32 #
Skikda 48,44 + 2,82 47,11+1,64 46,53 + 2,31
P (ANOVA) 0,50 NS

(o))
o
)

w1
o
I

NS
NS
H

S
o
1

w
o
I

M jijel
M skikda

N
o
I

=
o
I

Concentration en protéines
(mg/100 mg de tissu)

o
I

Mars Avril Mai

Figure 12 : Teneurs en protéines (mg/100 mg de tissu) dans la chair de P. longirostris de Jijel et
de Skikda.
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11. 3. Dosage des métaux lourds :
I1. 3.1. Concentration en plomb

L’analyse de la matiére minérale par le SAA nous a permis d’enregistrer les concentrations
de Pb représentées dans le (Tableau 14). Les valeurs mesurées dans les crevettes des deux régions
Jijel et Skikda varient entre 0,0199 pg/g et 0,0012 pg/g.

L’ANOVA a un seul critéere signale une diminution hautement significative des
concentrations du plomb au cours des mois d’avril et mai par rapport au mois de mars dans les
deux régions Jijel (P = 1,38 x 1077 < 0,001) et Skikda (P = 0,0005< 0,001). Il est a noter que
les crevettes de mars renferment les concentrations les plus élevées.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification a montré que les concentrations
du plomb sont hautement significativement élevées dans la région de Jijel par rapport a de Skikda
(Tableau 14, Figure 13).

Tableau 14 : Variation mensuelle des concentrations en plomb (ug/g du poids sec) dans la chair
de P. longirostris dans la région de Jijel et de Skikda (mzs, n=3).
Mois
Régions Mars Avril Mai P (ANOVA)
Jijel 0,0192 + 0,0007 0,016 + 0,0006 0,004 + 0,0003
P (ANOVA) 1,38% 1077 aaa 0,0002 ###
Skikda 0,0111 + 0,0012 0,0099 + 0,0025 0,0012+0
P (ANOVA) 0,0005 bbb

0,025 -
daa
bbb
Hit#H

M jijel

M skikda

o
o o) o
o = o
= (03] N
I I I

Concentration en Pb
(1g/g du poids sec)

mars avril mai

Figure 13 : Concentration en plomb (pg/g) dans la chair de P. longirostris dans la région de Jijel
et de Skikda.
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I1. 3.2. Concentration en cadmium

Les résultats de I’analyse de la teneur en cadmium chez I’espéece étudiée sont reportés dans
le (Tableau 15). D’apres ces résultats, on remarque que le mois de mars présente les valeurs les
plus élevees dans les deux régions par rapport aux autres mois, ces valeurs s’étendent de
0,0064+0,0009 (ug/g) pour la région de Jijel et de 0,008 £ 0,0002 (ug/g) pour Skikda (Figure 14).
Tableau 15 : Variation mensuelle des concentrations en cadmium (pg/g du poids sec) dans la
chair de P. longirostris de Jijel et de Skikda (mzs, n=3).

Mois
Régions Mars Avril Mai P (ANOVA)
Jijel 0,0064 +0,0009  0,0013+ 0,0006 0,0004 +0,0002
0,040 #
P (ANOVA) 5,61x 107> aaa
Skikda 0,0008 + 0,0002  0,0006+0,0002 0,0002+ 0,0001
P (ANOVA) 0,041 b

0,008 -

0,007 -
S 50,006 - aaa
c & b
c “ 0,005 - "
= 80,004 ujijel
- 3
% 30’003 i B skikda
© 5,0,002 -
=2
O ~0,001 -

0 -
mars avril mai

Figure 14 : Concentration en cadmium (pg/g du poids sec) dans la chair de P. longirostris de
Jijel et de Skikda.
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11. 3.3. Concentration en Zinc

L’ANOVA a un seul critetre montre une variation hautement significative de la
concentration en Zinc enregistrées chez P. longirostris au cours des trois mois pour les deux
régions.

La comparaison des concentrations en Zinc entre la région de Jijel et de Skikda par
I’ANOVA a deux critéres de classification révele une différence significative (P = 0,040 < 0,05)
(Tableau 16, Figure 15).

Tableau 16 : Variation mensuelle des concentrations en zinc (g/g du poids sec) dans la chair de
P. longirostris de Jijel et de Skikda (mzs, n=3).
Mois
Régions Mars Avril Mai P (ANOVA)
Jijel 1,934 £ 0,132 0,3585+ 0,315 0,394 +0,0215

0,040 #
P (ANOVA) 4 59x 10~7 aaa

Skikda 0,104 + 0,005 0,1275+0,008 0,373 + 0,056

P (ANOVA) 0,0002 bbb

N
(93]
]

N
1

aaa
bbb

=

3]
1

t+

Hjijel
M skikda

[
1

Concentration en Zn
(ng/g du poids sec)
o

mars avril mai

Figure 15 : Concentration en zinc (ug/g du poids sec) dans la chair de P. longirostris de Jijel et
de Skikda.
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11.4. Dosage des biomarqueurs
I1. 4.1. Activité catalase (CAT)

L’analyse statistique par ANOVA a un seul critére montre que 1’activité catalase est plus
élevée au cours du mois de mars chez P. longirostris dans les deux régions Jijel
(P=1,13x 10~> < 0,0001) et Skikda (P = 1,11x 107 < 0,001).

La comparaison entre la région de Jijel et de Skikda par ANOVA a deux critéres de
classification signale que I’activité catalase est hautement ¢levée chez les crevettes de Jijel
(P=1,35x 10711 < 0,001) par rapport a celles de de Skikda (Tableau 17, Figure 16).

Tableau 17 : Variation de I’activité de la catalase (um/min/mg de protéine) dans la chair de
P. longirostris des deux régions de Jijel et de Skikda (mzs, n=5).

Mois
Régions Mars Avril Mai P (ANOVA)
Jijel 6,680 +0,486 4,676+ 0,802 3,893 £0,169
1,35% 10711 ##4#
P (ANOVA) 1,13x 107> aaa

Skikda 1,236 £ 0,022 0,263+0,022 0,160+ 0,012

P (ANOVA) 1,11x 1077 bbb

_ daa

bbb
it

H jijel

M skikda

Activité catalase
(um/min/mg)
o = N w EY (6] o)) ~ (o]

mars avril mai

Figure 16 : L’activité de la catalase (um/min/mg de protéine) dans la chair de P. longirostris des

deux régions de Jijel et de Skikda.
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11. 4.2. Taux du glutathion(GSH)
I1. 4.2.1. Réalisation de la courbe d’étalonnage

Avant de déterminer le taux de glutathion dans les échantillons nous avons réalisés une
courbe d’étalonnage (annexe 4)

11. 4.2.2. Le taux du glutathion GSH

L’ANOVA aun seul critére révéle une diminution progressive au cours des trois mois chez
P. longirostris dans les deux régions Jijel (P = 3,26x 10~° < 0,001) et Skikda
(P =0,0005 < 0,001).

Les résultats obtenus par ANOVA a deux criteres montrent que le taux du glutathion dans
les crevettes est hautement élevé (P = 4,56x 10™8 < 0,001) dans la région de Skikda par rapport
a celle de Jijel (Tableau 18, Figure 17).

Tableau 18 : Variation mensuelle du taux du glutathion (um/mg de protéine) dans la chair de P.

longirostris des deux régions Jijel et Skikda (mzs, n=5).

Mois
Régions Mars Avril Mai P (ANOVA)
Jijel 0,336 £0,020 0,253+ 0,022 0,228 £0,029
-8
P (ANOVA) 3,26x 1075 aaa 4,56x 107" ###
Skikda 0,441 £ 0,034 0,313+0,045 0,334+ 0,025
P (ANOVA) 0,0005 bb

0,5 -
< 0,45 -
— 0,4 - aaa
T _ 035 - bbb
o @)
>E 037 mjijel
> 4
S g 0,25 W skikda
x 0,2 -
S 015 -
< 01 -

0,05 -

0 -
mars avril mai

Figure 17 : Le taux du glutathion (um/mg de protéine) dans la chair de P. longirostris des deux
régions de Jijel et de Skikda.
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11. 4.3. Activité de glutathion transférase (GST)

D’apreés les analyses statistiques par ANOVA a un seul critére, on remarque qu’il existe
une diminution progressive hautement significative de I’activité GST au cours des trois mois chez
P. longoritris dans les deux régions Jijel et Skikda.

L’ANOVA a deux critéres signale que I’activité de GST est plus élevée chez P. longirostris
péchées de Jijel par rapport a celle détectées chez les échantillons de Skikda (Tableau 19, Figure
18).

Tableau 19 : Variation de I’activité de la glutathions -S- transférase (um/min/mg de protéine)

dans la chair de P. longirostris de Jijel et de Skikda (mzs, n=5).

Mois
Régions Mars Avril Mai P (ANOVA)
Jijel 0,579 + 0,009 0,166 + 0,002 0,159 + 0,008
2,59% 107> ###
P (ANOVA) 2,57x 108 aaa
Skikda 0,45 + 0,006 0,13+ 0,0007 0,115 = 0,0008
P (ANOVA) 2 ,05x 1072 bbb
0,7 -
- 0,6 -
8 _ aaa
s8> bb
L S 04 - Hith
Pg’ g 0,3 - H jijel
43 5 0,2 - W skikda
IS
- 0,1 -
0 -
mars avril mai

Figure 18 : Activité de la glutathions -S- transférase (um/min/mg de protéine) dans la chair de

P. longirostris de Jijel et de Skikda.
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I1. 4.4. Taux du Malon dialdehyde de (MDA)

L’étude statistique des résultats du taux de MDA par L’ANOVA a un seul critére signale
une diminution progressive hautement significative au cours des trois mois chez P. longirostris
des deux régions Jijel (P = 4,74x 107 < 0,001) et Skikda (P = 7,43 x 10~8 < 0,001).

L’ANOVA a deux critéres indique qu’il existe un taux élevé de MDA chez les crevettes
péchées de Jijel (P = 0,001) (Tableau 20, Figure 19).

Tableau 20 : Variation du taux de Malonaldéhyde (MDA) (um/min/mg de protéine) dans la
chair de P. longirostris de Jijel et de Skikda (mzs, n=5).

Mois
Régions Mars Avril Mai P (ANOVA)
Jijel 23,82+1,35 11,9+ 0,39 5,65 +0,18
0,001##
P (ANOVA) 4,74% 10-7 aaa
SKIKDA 10,23+ 0,42 5,69 £ 0,128 2,36 £ 0,015
P (ANOVA) 7 ,43%x 10~ 8 bbb
o 30
S
.é‘ c 25 - daaa
52 bbb
- O
2520 Ht
C o
2 T 15 -
g g ujijel
o ¢ 10 4 W skikda
'O " —
xE
= E
+ 3
L~ o -
mars avril mai

Figure 19 : Taux du Malondialdéhyde (MDA) (um/min/mg de protéine) dans la chair de
P. longirostris de Jijel et de Skikda.
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L'étude biométrique de la crevette P. Longirostris a été menée sur 85 femelles et 36
males. La comparaison des mensurations marquée sur 8 parametres mesurés au cours des trois
mois dans les deux régions révele un dimorphisme sexuel net Le principal critére de
differenciation sexuelle est la présence du thélycum chez la femelle et du pétasma chez le méale
(Sadok, 2010) et de certains caractéres externes, en effet La FAO a estimé, dans le guide
d’identification des espéces pour les besoins de la péche en 1998, que la taille maximale des
crevettes pénaeidea ne dépasse pas 19 cm chez les femelles et 16 cm chez les males, Ces valeurs
sont similaires a celles obtenues dans ce travail.

Les résultats des tailles moyennes des femelles sont réguliérement supérieurs a celles des
males car la croissance allométrique est affectée par des facteurs génétiques et/ou
environnementaux. Ainsi, les différences significatives observées dans certains paramétres
biométriques notamment la longueur d’uropode (LU), la longueur de telson (LTe), la hauteur du
corps(H). Chez P. longirostris entre Jijel et Skikda pourraient étre attribuées a I'état trophique et
les charges en nutriments des écosystemes aquatiques de chaque région selon Anastasiadou et
al (2009).

Les crevettes comme tous les crustaces sont exposés a un grand nombre des changements
environnementaux qui affectent leur comportement alimentaire et métabolique.

L’étude du métabolisme dans les crustacés a montré I'existence de large variabilité
specifique, ce qui rend difficile a déterminer un profil métabolique standard. Cette variabilité
peut survenir & cause de plusieurs facteurs, tels que 1’habitat, stade dans le cycle de mue, la
maturité sexuelle, la nourriture disponible et la saisonnalité (Backup, 2008).

Les teneurs en glucides enregistrées lors de notre étude montrent que les quantités des
glucides varient au cours des trois mois entre 1.252 et 4.086 mg/100 mg chez P. lopngirostris de
la région de Jijel et entre 4.325 et 6.765 mg/100 mg chez celles de Skikda ou nous avons
enregistré les valeurs les plus élevées. Ces teneurs sont probablement proportionnelles a 1’état
physiologique des crevettes (Dittami et al., 2010).

La quantification des lipides dans la chair de P. longirostris a montré une variation
mensuelle hautement significative dans les deux régions, de méme une différence hautement
significative a été signalée entre les deux régions. Selon Sadok, (2010), les crevettes ont une
faible teneur en matiére grasse par rapport les protéines.

La teneur en lipides peut subir des changements importants dans des conditions
physiologiques et environnementales, elle peut étre liée au cycle de mue et & I’embryogenése
durant ces périodes biologiques qui demandent une forte énergie. Les lipides subissent
d’importantes variations a cause de leur dégradation particuliere (Galois, 1987). Des études
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antérieures ont montre que chez les organismes aquatiques les lipides servaient de réservoir pour
se protéger contre I’effet toxique des xénobiotiques (Nadji et al., 2010).

L'analyse des protéines n’a montré aucune variation significative dans les teneurs en
protéines selon les mois dans les deux régions, par ailleurs nous avons constaté une différence
hautement significative entre les régions. Les concentrations en protéine dans la chair de
P. longirostris péchées de la région de Skikda sont supérieures a celles capturées de Jijel. Cette
différence observée peut étre expliquée par 1’origine de protéine chez les crevettes qui peuvent
proviennent de la digestion des couches procuticulaires de 1’ancienne cuticule (origine endogéne)
ou d’alimentation (origine exogene) (Munoz et Ceccaldi, 1987).

L'estimation de taux des protéines, des glucides et des lipides chez P. longirostris au
cours de trois mois dans les deux régions permet d'avoir un apercu sur la composition
nutritionnelle de cette espece. Les résultats que nous avons obtenus dans ce travail indiquent que
les crevettes de Skikda sont plus riches en nutriments que les crevettes de Jijel, ils indiquent
aussi que les protéines constituent la fraction majeure de la chair de P. longirostris (ces crevettes
sont alors une bonne source de protéines) ainsi qu’elles sont hypocaloriques (pauvreté en
glucides et en lipides) (Sadok, 2010). D’une maniére générale, les résultats obtenues au cours de
cette étude biochimique sont comparables a I’étude de valorisation de 1’apport en protéines et en
lipides insaturés chez trois mollusques bivalves et trois espéces de crustacés pénéidés (Penaeus
kerathurus, Ruditapes antennates, Parapenaeus longirostris) réalisée dans I’université d’Annaba
par Gheid et al., (2011).

Les métaux lourds sont des contaminants majeurs de I’environnement, ils posent des
sérieux problémes écologiques (Chouahda et soltani, 2013), certains sont purement toxiques
pour les étres vivants (cadmium, plomb), d'autres sont essentiels a I'organisme et a I'entretien des
fonctions biologiques. Les eléments métalliques, méme essentiels, peuvent devenir toxiques s'ils
sont présents en quantités excessives dans le milieu naturel et absorbés massivement par
I'organisme (Grara et al., 2012).

La FAO et ’OMS ont estimé en 2011, les teneurs maximales en plomb 0,3 pg/g, en zinc
de 0.3-1 ng/g et en cadmium a 0,025 pg/g chez les crevettes (Annexe 9). Cependant 1’analyse de
métaux lourds par la SAA a donné des concentrations en Pb dans la région de Jijel allant de
0.004 a 0,0199 pg/g et a Skikda de 0,0012 a 0,0123pg/g. Pour le Cd, a Jijel, les concentrations
varient de 0,0003 a 0,0073 pg/g et a Skikda de 0,0001 a 0,001 ug/g. Pour le Zn les
concentrations varient entre 0.327 et 2.066 ug/g dans Jijel et entre 0.429 et 0.119 ug/g dans
Skikda.
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Les teneurs en Pb et en Cd chez P. longirostris sont inférieures aux valeurs préconisées
par la FAO, (2011) dans les deux régions, excepté la teneur de Cd enregistrée le mois de mars a
Jijel (Cd=0.0064 pg/g > 0.025 pg/g). Par contre les concentrations en Zn dans la chair des
crevettes de la baie de Jijel et Skikda ne dépassent pas les teneurs maximales sauf les valeurs

marqueées au cours du mois de mars et avril a Skikda.

L’analyse de ces résultats montre des variations mensuelles de la concentration des trois
éléments traces métalliques ((Cd), (Pb) et (Zn)) chez P. longirostris dans les deux régions tout en
respectant I'ordre suivant : Zn > Pb> Cd pour les deux sites.

L'accumulation d'une telle quantité contaminable de charges lourdes dans les organismes
aquatiques peut provoquer des réactions toxiques tout au long de la chaine alimentaire (Ip et al.,
2005 ; Beldi et al., 2006). Il est généralement admis que l'absorption des métaux lourds se
produit principalement de I'eau, de la nourriture et de sédiments. Cependant, I'absorption de
métal a partir de ces sources peut différer en relation avec les besoins écologiques et le
métabolisme des animaux notamment les crevettes, elle dépend aussi des concentrations des
métaux lourds dans I'eau, des aliments et des sédiments ainsi que d'autres facteurs tels que
salinité, température, agents en interaction (Roesijiadi et Robinson, 1994).

Nous avons noté que le zinc ayant les plus grandes concentrations dans les deux régions
au cours des trois mois plus particuliérement dans le mois de Mars. Les crevettes péchées en ce
mois représente les concentrations les plus élevées dans tous les métaux.

Donc les crevettes sont bonne source de zinc naturelle, qui intervient dans nombreuses
réactions enzymatiques et joue un role impotant dans le métabolisme des protéines, des lipides et
des glucides (Sadok, 2010).

Les niveaux élevées de bioconcentration en Zinc au cours des trois mois dans les deux
régions chez P. Longirostris peut étre expliqué par la grande activité portuaire de Jijel et de
Skikda, dans les zones portuaires, le zinc est introduit a partir de la dissolution des anodes
destinés a la protection des bateaux contre la corrosion (Casas, 2005 in Benali, 2015) rapporte
dans son étude que les teneurs en zinc les plus élevées sont relevées dans les secteurs a
dominante portuaire tel que le golfe de Marseille, méditerranée francaise.

Il est important de noter que I’enrichissement en métaux traces au cours des saisons
humide et pluvieuse, doit avoir un effet certain sur I’origine de I’augmentation des charges
polluants métalliques dans les eaux de ruissellement des premiere crues (Benali, 2015). Ceci doit

expliquer la forte toxicité notée principalement au cours du mois de mars dans tous les métaux.
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Nos resultats montrent que les concentrations des métaux dosés sont élevées dans la
région de Jijel par rapport a celles de Skikda, ceci revient a la présence de multiples sources de
pollution dans les deux régions.

Pour la région de Jijel, les déchets de différente nature des usines (la tannerie...), le

lessivage des terrains agricoles qui se trouvent a proximités de la mer...

En plus Ghorab et Khebbeb (2012) ont signalé que la présence des métaux peut étre
due aux affluents d’oued El-kébir et d’oued Zhour, sans oublier le r6le des courants d’eau de mer

dans la répartition des différents metaux.

Pour la région de Skikda, le p6le industriel qui est dominé par le complexe pétro-
chimique avec des infrastructures diverses et des complexes spécialisés dans le traitement du gaz

naturel et du pétrole, érosion, submersions marine, glissement de terrain (Hadef, 2017).

La pollution aquatique est un facteur majeur du stress oxydatif de la faune aquatique
(Yildirim et al., 2011), En effet, lorsque 1’organisme fonctionne bien, il y a un équilibre constant
entre la production des ROS « reactive oxygen species » due aux Xxénobiotiques et les
mécanismes de leur élimination (systéme oxydant). Cet équilibre, en cas d’une pollution
environnementale, peut étre rompu en faveur du systéme pro-oxydant, instaurant ainsi un état de
stress oxydatif (Mélila et al., 2012).

Le dosage des biomarqueurs enzymatiques effectué dans notre étude nous a permis de
constater que I’activité de catalase, 1’activité de GST et le taux de MDA sont fortement éleves
dans la région de Jijel par rapport a celle de Skikda et que ces biomarqueurs diminuent
hautement significativement au cours des trois mois.

L’augmentation de 1’activité catalase qui a été notée dans la chair des crevettes de la baie
de Jijel peut étre expliquée par la forte stimulation du systeme de défense antioxydant chez
P. Longirostris de Jijel a la présence de Cd et Pb en fortes doses par rapport a Skikda.
(Dautremepuits et al., 2004 ; Farombi et al., 2007).

Nous avons enregistré aussi qu’il existe une diminution mensuelle hautement
significative chez P. longirostris dans Jijel et Skikda. L activité de la catalase diminue parce que
les métaux lourds peuvent se combiner avec certains cofacteurs enzymatiques tels que le fer
(présent au sein du domaine hématique de la catalase), la formation de tels complexes conduirait
alors a une inhibition de I’activité des enzymes concernées (CAT) (Ercal et al, 2001).

La catalase est un composant antioxydant primaire de la défense. Elle élimine le
peroxyde d'hydrogéene (2H.0. ——»2H>0+03), espéce réactive non-radicale de I'oxygene, qui
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peut pénétrer par toutes les membranes biologiques et directement inactiver quelques enzymes
(Alkaa, 2012).
Il existe une corrélation entre les concentrations en métaux lourds et 1’activité catalase.
Les gluthaion-S-transférase sont une famille d'enzymes detoxifiantes qui catalysent la
conjugaison du glutathion avec les composes ayant des centres électrophiles générant des

produits moins toxiques et plus hydrosolubles (Menezes et al., 2006).

Les résultants concernant la GST chez P. Longirostris indiquent une augmentation de
I’activité spécifique de cette enzyme dans la région de Jijel par apport & Skikda. Cette
augmentation se traduit par une forte activité de détoxification de 1’organisme par la GST liée a

une exposition aux polluants (Sifi et al., 2007 ; Soltani, 2008).

La stimulation de [Dactivit¢ de GST s’explique par une biotransformation des
xenobiotiques et des substances androgéniques. la GST joue un rble important dans la
neutralisation et la détoxication de certaine xénobiotique en augmentant leur hydrosolubilité et
en facilitant ainsi leur élimination (Van der Oost et al, 2003).

Une diminution remarquable mensuelle de I’activité de la GST est enregistrée au niveau
des deux régions, D’apres Giarratano et al., (2011) les variations de I’activité de la GST
peuvent étre liées non seulement a la présence de xénobiotiqgue mais aussi au cycle de
reproduction et a la période de la gamétogenese.

Le malondialdéhyde (MDA) considéré comme produit de peroxydation lipidique qui a été
largement utilisé pour évaluer les effets de divers polluants sur les écosystémes aquatiques
(Boujoudi et al., 2013), le malondialdéhyde se forme lors de I’attaque des lipides polyinsatures
par des espéces réactives de I’oxygéne générées par certains contaminants (pesticides ,métaux,..)
(Garrigues et al., 2002).

Nous avons enregistré des taux importants de MDA dans la chair des crevettes de Jijel
par rapport a celles de Skikda, ce qui peut s’expliquer par une peroxydation lipidique intense
chez les crevettes de la baie de Jijel et par consequent une augmentation du MDA.

L’évaluation mensuelle des taux de MDA Chez P. longirostris montre une diminution
hautement significative dans les deux régions. Ce qui coincide avec la diminution des
concentrations du Cd, du Zn et du Pb dans la chair des crevettes des deux régions de péche.

Cependant de nombreux auteurs rapportent que la peroxydation lipidique semble étre
modulée par les contaminants chimiques et organiques testés en condition de laboratoire ou in

situ (Narbonne et al., 2005). Aussi, une induction significative du MDA dans différents tissus
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de palourde exposée a des solutions de cadmium a été signalée par Khebbeb et al., (2010),
Soltani et al. (2012).

Ont noté aussi une induction du MDA chez la palourde Donax trunculus prélevée d’un
site connu par sa contamination de nature domestique et industrielle dans le golf d’Annaba dans
I’est algérien.

Il existe une corrélation entre les concentrations en métaux lourds et les taux de MDA.

Le glutathion (GSH) est un tripeptide thiol (y-glutamylcystéinylglycine) synthétisé de maniere
endogene avec d'importantes propriétés biochimiques. La fonction antioxydante du GSH est
double : d’une part, en présence d'especes réactives de I'oxygéne (ROS), son thiol est oxydé, ce
qui entraine la formation de glutathion oxydé GSSG et d’autre part, le GSH est le substrat
d'enzymes telles que le glutathion peroxydase (GPX), qui élimine les peroxydes en utilisant le
GSH comme un facteur réducteur (Franchi et al., 2012).

Concernant le taux de GSH nous avons noté des variations importantes que se soit par
augmentation ou par diminution dans les deux régions de péche chez P. longirostris au cours des
trois mois.

Selon Lagadice et al., (1997), le glutathion est un antioxydant non-enzymatique vient de
renforcer I'activité catalase en agissant comme réducteurs ou capteur des radicaux libres grace a
sa fonction thiol libre (-SH). Donc on peut dire que les taux de glutathion enregistrés dans notre
étude vont dans ce sens.

Les crevettes possédent des concentrations importantes de GSH dans leurs tissus.
L’exposition a des métaux a été démontrée comme étant a 1’origine d’une altération du statut en
GSH. En effet, de nombreux métaux (tels que le cadmium, le chrome et, a moindre échelle, le
nickel) sont caractérisés par une forte affinité vis-a-vis des groupements thiols et forment des
complexes avec ces entités chimiques (Barillet, 2007).

En revanche, les métaux ne sont pas égaux devant leur capacité a interagir avec le
glutathion, et plus généralement avec les groupements thiols. En effet, une caractéristique
chimique des métaux va influer sur I’affinité de ces derniers en vers les groupements —SH
(Barillet, 2007).

Ces fluctuations enregistrées dans les paramétres liées au stress oxydant sont

proportionnelles avec les résultats des métaux lourds dosés.







Conclusion

Ce travail est une approche portant sur 1’étude biométrique, 1’évaluation des
concentrations des éléments traces métalliques (Cd, Pb, Zn) et la recherche des biomarqueurs de
stress oxydatifs (CAT, GSH, GST, MDA) dans la chair de P. Longirostris peché de deux régions
Jijel et Skikda au cours des trois mois mars, avril et mai.

Notre étude nous a permis de mettre en évidence certaines caractéristiques biochimiques
et ecotoxicologiques de cette espece.

L'étude biométrique de P. Longirostris a révélé un dimorphisme sexuel net ou les
femelles représentent toujours une taille et un poids supérieur a ceux des males ainsi que, la taille
des crevettes péchées de Jijel et plus grande a celle de Skikda, notant que les valeurs se situent
toujours dans les normes.

L'étude biométrique de P. Longirostris a signale aussi différences significatives observées
dans certains parametres biométriques notamment la longueur d’uropode (LU), la longueur de
telson (LTe), la hauteur du corps (H). Chez P. longirostris entre Jijel et Skikda.

Notre étude nous a permis de mettre en évidence les quantités de métabolites a savoir les
protéines, les lipides et les glucides dans la chair des crevettes commercialisee a Jijel et a Skikda.
Notant que les crevettes péchées a Skikda renferment des teneurs les plus élevées en ces trois
métabolites. Les crevettes sont riche en protéines donc représentent une excellente source
nutritive, et contiennent des teneurs inférieures en lipides et glucides donc représentent un apport
hypocalorique.

L'analyse quantitative des métaux a savoir le zinc, le plomb et le cadmium a révélé une
concentration remarquable du zinc pendant les trois mois dans la chair des crevettes des deux
régions de péche et que les concentrations les plus élevées sont rencontrées a chez les crevettes
péchées a Jijel donc les crevettes sont bonne source de zinc naturelle.

L’évaluation des biomarqueurs du stress oxydatif a montré une augmentation de I’activité
CAT, GST et du taux MDA dans la chair de P. longirostris dans les deux régions mais a un
degré moindre dans la région de Skikda. Par contre, le taux de GSH chez les crevettes a montré
une augmentation remarquable dans la chair des crevettes de Skikda.

Il existe une corrélation entre les concentrations en métaux lourds et I’activité catalase
ainsi que le taux de MDA.

Les perturbations enregistrées dans les parameétres évaluant le stress oxydant soit par
augmentation ou par diminution indiquent qu’il existe une défense de I’organisme contre les

agents polluants.




Conclusion

Enfin il serait tres opportun de détailler ou compléter ce travail par d’autres études
approfondies qui entrent dans la stratégie de surveillance environnementale :
> le dosage de multiple type de xnénobiotique les métaux trace et les polluants organiques
dans I'eau de mer et dans les crevettes.
> Etudier la bioconcentration des métaux lourds et les biomarqueurs dans les autres
organes, le céphalothorax et 1’hépatopancréas.
> Faire une étude sur la population marine consommatrice majoritairement les crevettes
pour évaluer la transmission des polluants de crevette vers les autres maillons de la chaine
alimentaire

> Réalisation des coupes histologiques dans les crevettes.
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Annexes

Annexe A

1. Préparation de I’Anthrone :

v
v
v

150 mg d’ Anthrone.
Ajouter 752 ml d’acide sulfurique.

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

2. Préparation d’acide sulphophosphovanillinique :

v
v
v
v

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

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

3. Préparation de la solution bradford (BBC).

v
v
v
v
v

Peser 100 mg du BBC (G250).

Ajouter 50 ml d’éthanol (95 %) + 100 ml d’acide orthrophosphorique (85%).
Me¢élanger par agitation sous la haute jusqu’a dissolution totale pendant quatre heures.
Compléter a un litre par ’eau distillé.

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

4. Préparation de I’eau régale :

v
v

1 volumes de HCL.
Ajouter 3 volumes de HNO:s.
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Annexe B
1. CAT

v' Tampon phosphate (0.1M, pH : 7.5)
K2HPO4 (100 mM) :1,74 g/100 ml et KH2PO4 (100 mM) :1.36 g /100 ml, Placer le K2HPO4
dans un bécher, rajouter le KH2PO4 jusqu’au pH 7.5.

v' Eau oxygénée (500mM) : 2.55 ml eau oxygénée a 30 volumes dans 50 ml d’eau distillée
2. MDA

v TBA:0.134 g A. Thiobarbiturique + 39.2 ml eau distillée + 0.8 ml NAOH (2N)

v NAOH (2N) : 0.8 g + 10 ml eau distillée.

v" TCA 100g/I : 10 g TCA dans 100 ml d’eau distillée.
3. GSH

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

v' Tampon phosphate (0.1M, pH : 8)
K2HPO4 (100 mM) :1,74 g/100 ml et KH2PO4 (100 mM) :1.36 g /100 ml, Placer le K2HPO4
dans un bécher, rajouter le KH2PO4 jusqu’au pH 8.

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

v" Tampon phosphate (0.1M pH =6.5) :
K2HPO4 (100 mM) : 1,74 g/100 ml et KH2PO4 (100 mM) :1.36 g /100 ml, Placer le K2ZHPO4
dans un bécher, rajouter le KH2POj4 jusqu’au pH 6.5.

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

v" GSH (20Mm) : 61.466 mg GSH dans 10ml eau distillée.
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Annexe 1

Tableau : Réalisation de la courbe d’étalonnage pour le dosage des glucides (m + s ; N=5)

Densité optique

-100

Glucides (ug) Absorbance
0 0
100 0,215+ 0,257
200 0.437+0.435
300 0.616+0.652
400 0.821+0.825
500 1.04+1.06

1,2

y =0,0021x + 0,0149
R?=0,9989

0 100 200 300 400 500 600
Quantité de glucide (ug)

Figure : courbe de référence exprimant 1’absorbance en fonction de la quantité des glucides

(M), (R?: coefficient de détermination).
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Annexe 2

Tableau : Réalisation de la courbe d’étalonnage pour le dosage des lipides (m £ s ; n=5)

-0,05 -

Quantite en lipides (ug)

Solution mere (ug) Absorbance
0 0
20 0.03
40 0.075
60 0.099
80 0.135
100 0.192
0,25 1 y = 0,0019x - 0,0049
R?=0,991
0,2 -
D3
E, 0,15 -
o
o
S 01 - &
[%2]
S
B o5 -
20 I 20 40 60 80 100 120

Figure : courbe de référence exprimant 1’absorbance en fonction de la quantité des protéines

(mg), (R?: coefficient de détermination).
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Annexe 3

Tableau : Réalisation de la courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines (m + s ; N=5)

BSA (u1g) Absorbance
0 0

20 0,341+ 0,473
40 0.582+0.732
60 0.938+1.101
80 1.336+1.416
100 1.561+1.691

1,8 -

y =0,0163x + 0,0333
1,6 - R?=0,9962

Densité optique

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Quantité des protéines (ug)

Figure : courbe de référence exprimant 1’absorbance en fonction de la quantité des protéines
(ug), (R?: coefficient de détermination).
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Annexe 4

Tableau : Réalisation de la courbe d’étalonnage pour le dosage de glutathion (m £ s ; n=5)

DTNB (ug) Absorbance
0 0
12.5 0.026+0.158
25 0.121+0.213
50 0.224+0.356
0,35 y = 0,0029x + 0,0076
R?=0,9914
0,3
o 0,25
g
a 0,2
o
Pt
= 0,15
c
(<5}
) 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).
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Annexe 5

Tableau : Réalisation de la courbe d’étalonnage du cadmium (m = s ; Nn=3).

(Cd) en ppm Absorbance
0.1000 0.0079
0.2000 0.0156
0.4000 0.0311
1.0000 0.0737
2.0000 0.1392
4.0000 0.2652

0.275

0.250

0.225

0.200

0.175

0.150

0.0 : : ; i ; ; :
8.%00 0.500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000 3.500 4.000
Conc (ppm)

Abs=0.00673857 Conc +0 r=0.9996

Figure : courbe de référence exprimant 1’absorbance en fonction de la quantité (ppm) du
cadmium, (R?: coefficient de détermination).
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Annexe 6

Tableau : Réalisation de la courbe d’étalonnage du plomb (m s ; n=3).

(Pb) en ppm Absorbance
0.500 0.0040
1.0000 0.0079
2.0000 0.0144
5.0000 0.0383
10.0000 0.0740
20.0000 0.1460

0.125}-—------~ e T S R i e

Yoo 2500 5000  7.500 10000 12500 15000  17.500  20.000
Conc (ppm)

Abs=0.00733654 Conc +0 r=0.9999

OOBPW

Figure : courbe de référence exprimant 1’absorbance en fonction de la quantité (ppm) du plomb,

(R?: coefficient de détermination).



Annexes

Annexe 7

Tableau : Réalisation de la courbe d’étalonnage du zinc (m £ s ; n=3).

(Pb) en ppm Absorbance
0.1000 0.0164
0.2000 0.0319
0.4000 0.0695
0.8000 0.1357
1.0000 0.1747

0.175
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Figure : courbe de référence exprimant 1’absorbance en fonction de la quantité (ppm) du zinc,

(R?: coefficient de détermination).
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Tableau : La comparaison des parametres biométriques entre les deux régions (Jijel,
Skikda).

Parametre PT LT LC LA LR LU Leet | H
biométrigue

Male 0,411 |0,633 | 0,230 | 0,225 |0,0701 | 4,85x10% | 0.01 | 0,068
Femelle 0,001 | 0,03 0,252 | 0,165 | 0,999 | 0,016 0.02 | 0,003
Annexe 9 :

Tableau : Les normes internationales des Concentrations des éléments traces (en mg/g)
dans les crevettes (Traore et al., 2015).

ETM Pb Cd Zn
FAO/OMS | 0,3 0,025 0,3-1
(2011)
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Théme:
Caractérisation d’un crustacé destiné a la consommation humaine: aspects biochimique et
écotoxicologique

Résumé

Le présent travail vise a étudier certains caracteres biochimiques et écotoxicologiques dans la chair de
la crevette P. longirostris péchée dans deux régions de I’est Algérien (Jijel et Skikda) au cours de trois
mois (mars, avril et mai). L’étude des parametres biométriques révele un dimorphisme sexuel net. Le
dosage des métabolites (glucides, lipides, protéines) montre des teneurs élevées en protéines face a des
quantités moindres en lipides et en glucides. Le dosage des métaux lourd (Cd, Pb, Zn) par la SAA
signale des fortes concentrations en Zn par rapport au Pb et Cd dans les crevettes des deux régions,
notant que les crevettes de Jijel renferment les concentrations les plus élevées en ces trois métaux.
L’évaluation des biomarqueurs du stress oxydant (CAT, GSH, GST et MDA) révele des fluctuations
soit par augmentation ou par diminution au cours des trois mois dans les deux régions signalant qu’il
existe une relation proportionnelle entre les concentrations en métaux lourds et I’activité catalase ainsi
que le taux de MDA.

Mots clés: P. longirostris, biométrie, métabolites, métaux lourds, biomarqueurs.

Abstract

The present work aims at studying some biochemical and ecotoxicological characters in the flesh of
the shrimp P. longirostris caught in two regions of eastern Algeria (Jijel and Skikda) during three
months (March, April and May). The study of biometric parameters reveals a clear sexual
dimorphism. The dosage of metabolites (carbohydrates, lipids, proteins) shows high contents of
proteins in front of lesser quantities of lipids and carbohydrates. The determination of heavy metals
(Cd, Pb, Zn) by SAA indicates high concentrations of Zn in relation to Pb and Cd in shrimp from both
regions, noting that shrimp from Jijel contain the highest concentrations of these three metals. The
evaluation of oxidative stress biomarkers (CAT, GSH, GST and MDA\) reveals fluctuations either by
increase or by decrease during the three months in both regions indicating that there is a proportional
relationship between heavy metal concentrations and catalase activity as well as MDA level.

Key words: P. longirostris, biometry, metabolites, heavy metals, biomarkers.
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