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INTRODUCTION.

Parmi les nombreux types de pollution en milieu marin, les métaux

lourds -ainsi appelés parce qu'ils peuvent être précipités de leurs

sels solubles, à des fins analytiques, sous forme de sulfures insolu

bles- constituent une source de danger certain, aussi bien sur le plan

écologique vis-à-vis des systèmes aquatiques, que sur la chaîne ali

mentaire (AUBERT et aL, 1973 ; BITTEL, 1973 MARTIN et aL, 1976).

Les études consacrées à ce problème ont mis à jour le rôle hautement

toxique d'éléments tels que le mercure (JOHNSON, 1976 ; JOHNSON et al.,

1979), le cadmium (QURESHI, 1979 ; TUCKER, 1980) et le plomb (VICENTE

et al., 1976), en raison de leur accumulation chez certains organismes

marins et de leur transmission à travers les échelons de la chaîne bio

logique (DONNIER, 1972 ; GEORGES, 1980 ; MARTIN, 1979).

Les résultats de ces travaux présentent d'autant plus d'intérêt que des

problèmes de pollution du milieu marin ont un impact direct, du point

de vue nutritionnel, sur la santé de l'homme consommateur des produits

de la mer •.

En fait, les connaissances actuelles sont surtout basées sur des re

cherches qui ont été menées à la suite de pollutions constatées, lors

que se manifestent des perturbations morphologiques ou physiologiques

chez l'homme ou chez des espèces directement comestibles par l'homme

poissons, crustacés, mollusques (BOYDEN, 1974 ; MARTIN, 1979

MARTINEIC, 1980 ; METAYER et al., 1982 ; PEDEN, 1973). Ces recherches
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permettent, dans la plupart des cas, de remonter à l'origine des trou

bles observés. Cependant, l'identification de l'agent polluant respon

sable peut prendre un certain temps, du fait de la difficulté d'établir

un diagnostic sûr et du laps de temps qui peut s'écouler entre l'appa

rition des perturbations et leur constat. De plus, cette démarche, à

posteriori, fournit peu de renseignements sur les mécanismes d'action

de la substance incriminée.

C'est à ce thème que sera essentiellement consacré ce travail : nous

avons tenté d'apporter quelques précisions sur les modalités d'action

d'un élément tel que le plomb, choisi en raison de ses effets toxiques

bien connus chez l'homme (GOYER et al., 1972 ; UNDERWOOD, 1971) et de

son importance en tant que métal polluant pour l'environnement de fa

çon générale (BARBIER, 1976). A titre de comparaison avec cet élément,

le fer qui existe à l'état de traces et possède une fonction biologique

connue chez la plupart des êtres vivants (BOWEN, 1966 ; WILLIAMS, 1971)

a également retenu notre attention.

Une telle étude pouvait être envisagée sous deux aspects :

soit en prélevant des échantillons d'organismes évoluant dans un mi

lieu supposé pollué, afin d'étudier leur physiologie et de déterminer

les teneurs en métal dans leurs organes : cette méthode a été fréquem

ment adoptée jusqu'ici;

soit en reproduisant expérimentalement un milieu marin artificiel,

puis en mettant dans ce milieu l'espèce animale étudiée en présence

des métaux choisis à des concentrations fixées.

L'intérêt de cette dernière méthode réside dans la simplification du

milieu contaminé, ce qui permet de mettre en cause directement le mé

tal en question et d'établir une corrélation entre la présence de cet

élément dans le milieu et l'apparition de certaines perturbations phy

siologiques chez l'espèce étudiée.

C'est sous cet aspect que sera abordé ce travail. Il s'agit d'étudier

le comportement de l'étrille (Maaropipus puber) , crabe comestible, en

milieu marine-contaminé artificiellement.

Ces recherches ont tenté de préciser les répercussions qu'entraîne, au

niveau des protéines de. 1 'hémo1ymphe, un enrichissement du milieu, en

métaux tels que le plomb et la.. fer.' Cette étude est susceptible de
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fournir des renseignements sur les mécanismes d'action de ces éléments

en précisant s'il s'agit ou non d'une compétition qui s'instaurerait

entre ces derniers et un autre métal nécessaire au bon fonctionnement

de l'organisme de ces animaux. Il s'agit du cuivre qui entre dans la

constitution de l'hémocyanine, protéine majeure de l'hémolymphe ;

cette cuproprotéine assure la fonction respiratoire chez les crustacés

décapodes, groupe auquel appartient l'espèce étudiée.

Les recherches menées par PINTA et al. (1978) ont abouti à la mise au

point d'un protocole expérimental permettant de mettre en évidence un~

fixation effective de plusieurs métaux (Pb, Fe, Cu, Zn), par une frac

tion des protéines sériques de Maaropipu8 puber, par simple mise en

contact de ces éléments avec du sérum.

La méthode de contamination en milieu marin artificiellement reproduit

permet de vérifier si le phénomène de fixation, constaté lors de ces

essais chimiques, se produit réellement chez les crustacés vivants.

Cette étude comprend cinq essais correspondant à la contamination de

plusieurs lots de crabes, dans une eau de mer synthétique contenant

des concentrations en plomb variant de 0,01 mg/l à 1 mg/l et une con

centration de 0,7 mg/l en fer. Des échantillons d'hémolymphe sont pré

levés sur les animaux, à des temps déterminés, avant et après contact

avec le milieu expérimentalement contaminé, afin d'étudier la cinéti

que d'action de ces éléments. Les métaux sont dosés par spectrométrie

d'absorption atomique, d'une part dans le plasma, d'autre part sur la

fraction protéique isolée par électrophorèse.
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CHAPITRE 1

MATERIEL ET METHODES.

1. MATËRIEL BIOLOGIQUE.

La littérature fournit peu de références sur des travaux concernant

l'espèce Maaropipus puber (étrille) alors que d'autres crabes comesti

bles counne le tourteau "Canaer pagurus", le crabe enragé "Carainus moe

nas" ou l'araignée de mer "Maia squinado", ont fait l'objet de vifs in

térêts (BUSSELEN, 1970 ; MARKL et al., 1979 ; RaCHO et al., 1979).

Cette préférence peut s'expliquer par la petite taille et la grande

fragilité de ce crustacé, critères qui le rendent peu adapté aux condi

tions expérimentales des essais en laboratoire. D'autre part, n'entrant

pas dans la catégorie établie des "gros crustacés" (AUFFRET, 1979) qui

comprend la langouste, le tourteau, l'araignée, ce petit crabe présente

moins d'intérêt au point de vue counnercial. Néanmoins, il est fort ap

précié des consounnateurs de fruits de mer et recherché par les pêcheurs

amateurs des côtes de Bretagne et de Normandie. De plus, sa pêche ne

subissant aucune règlementation précise, une pollution accidentelle

entraînerait des risques de contamination certains sur l'hounne.

1• 1. PROVENANCE ET CHOIX DES ANIMAUX.

Les lots d'étrilles sont fournis, sur counnande, par un pêcheur de

Bretagne, et arrivent dans la Région Parisienne après une nuit de trans

port, sans précautions particulières. Leur provenance est, par consé

quent, la même que celle des crabes destinés aux consounnateurs sur les

marchés.
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Pour. les besoins expérimentaux, les critères de sélection sont basés

sur une taille moyenne, correspondant à une surface de carapace de 8 cm

x 6 cm, et sur la plus grande vivacité possible. Ces crabes doivent être

suffisamment vigoureux pour s'adapter aux conditions expérimentales et

résister aux ponctions répétées.

Les expériences ont été menées sur des individus mâles uniquement, de

façon à exclure d'emblée toutes les substances protéiques et glycopro

téiques impliquées dans le processus d'ovogenèse chez les femelles.

Maaropipu8 puber, comme tous les crustacés, présente des changements pé

riodiques de carapace; l'intervalle de temps séparant deux mues consé

cutives est donc marqué par d'importantes variations des teneurs des

différents constituants du sang. Dans un souci d'homogénéité des résul

tats, les spécimens ont été choisis au stade C4 (état de repos physio

logique).

1.2. DISPOSITIF EXPERIMENTAL.

Les étrilles sont groupées par quinzaine dans de grands bacs d'eau de

mer artificielle, placés dans une pièce maintenue constamment à 15°C et

éclairée artificiellement environ 12 heures par jour. Un bulleur et un

filtreur d'eau assurent l'aération et la filtration du milieu à l'inté

rieur. des bacs. L'eau de mer est obtenue par dissolution de sels synthé

tiques Hw-Wimex, à une concentration de 35 g/l, pour une densité mesurée

de 1,022. Ces sels reconstituent un milieu artificiel contenant les bio

éléments indispensables à la conservation des organismes marins. Cette

eau de mer artificielle a été analysée afin de comparer sa composition

en éléments majeurs et en éléments traces étudiés avec celle d'une eau

de mer recueillie sur le lieu de collecte des animaux (région de

Roscoff) (tableau 1).

Durant la semaine qui précède les expériences, l'eau de mer est changée

deux fois et des moules crues sont fournies comme nourriture aux animaux.

Cet apport est interrompu pendant le temps que dure les essais.

Dans ces conditions expérimentales, la durée de vie moyenne des animaux

est d'environ dix semaines.

1.3. OBTENTION DU PLASMA..

Le prélèvement de l'hémolymphe se fait par ponction, avec une seringue

de 1 ml, au niveau du sinus situé à la base des pattes marcheuses. Les



TABLEAU 1 - Composition de l'eau de mer en principaux éléments majeurs et en éléments
traces étudiés.

Teneurs moyennes en éléments majeurs en mg/l (ppm) Teneurs moyennes en éléments
Eléments traces en mg/l (ppm)

Echantillons Na Cl Mg Ca K SOI+ Pb Fe Cu

* Sels synthétiques
HW WIMEX dissous 9100 17300 1157 281 291 1900 ~0,0004 0,003 0,002
dans de l'eau dis- (1) à à
tillée (35 g/l). 0,006 0,005

* Echantillons pré- 8940 17500 1206 408 370 2600 ,.0,0004 0,003 0,002
levés dans la à à à
Manche (Roscoff) 0,001 0,008 0,006

iBt Eau de mer 10500 19350 1350 400 380 2710 0,00003 0,003 0,003

* Résultats de nos analyses.

** D'après GOLDBERG (1965), BERTINE (1972) et ROBERTSON (1972).

(1) Limite de détection du plomb en absorption atomique.
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volumes prélevés (environ 0,2 ml par ponction) sont immédiatement mis à

centrifuger pendant dix minutes, à 4000 tours/mn. Le surnageant recueil

li constitue le plasma et correspond à l'hémolymphe débarrassée des cel

lules sanguines. Quelques gouttes de plasma sont destinées à l'électro

phorèse et le reste, destiné à l'analyse, est conservé à 4°C dans des

tubes bouchés hermétiquement.

Le volume prélevé à chaque ponction correspond à environ 1 % du volume

total d'hémolymphe chez l'étrille (LOCKWOOD, 1968).

2. MJ:TAUX ÉTUDIÉS.

L'étude de l'action des métaux lourds sera abordée, ici, sous deux as-

pects :

- certains éléments peuvent être franchement toxiques pour des teneurs

dans l'environnement extrêmememt faibles et encore mal connues, tel

est le cas du plomb ;

d'autres éléments, comme le fer et le cuivre, peuvent avoir des effets

néfastes au-dessus et en-dessous de leur concentration physiologique.

2. 1• ELEMENT TOXIQUE LE PLOMB.

Les teneurs moyennes du plomb dans l'eau de mer sont très basses, de

l'ordre de 0,02 à 0,04 ~g/l (GOLDBERG, 1965). On estime à 250000 tonnes·

par an la masse de plomb qui parvient aux océans à partir de l'atmos

phère. A cette quantité s'ajoute une fraction de 100000 tonnes qui pro

vient du lessivage des sols et des retombées atmosphériques dont une

partie parvient à la mer. En 45 ans, le niveau du plomb dans les océans

de l'hémisphère nord a quadruplé, passant de 0,015 à 0,07 ~g/l (VICENTE,

1978) •

Lessources : le plomb est actuellement considéré comme l'un des métaux

lourds les plus toxiques, après le mercure, et l'on a constaté que

sa concentration dans l'eau de mer a augmenté au cours de ces dernières

années, à la suite de l'usage accru de certains pigments plombifères dans

les peintures anticorrosives des coques de navires (BELLINGER, 1972 ;
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CHAUVIN, 1963), ainsi que dans l'essence, sous forme de plomb tétra

éthyle, comme antidétonnant. La combustion des carburants renfermant du

plomb tétraéthyle et tétraméthyle produit des particules de ce métal

qui passent dans l'atmosphère et contribuent ainsi à la contamination

de la biosphère par l'intermédiaire du cycle biogéochimique du plomb.

A la suite de nombreuses études qui visent à évaluer les risques de

contamination imputés à cette source de plomb, il apparaît que la pol

lution de l'environnement par cet élément n'atteint pas, à l'heure ac

tuelle, un niveau suffisant pour mettre en danger les biocénoses terres

tres (RAMADE, 1977).

En milieu marin, le problème se pose en d'autres termes: il existe

actuellement de graves incertitudes quant à l'évaluation exacte des

quantités de plomb d'origine terrigène qui parviennent à la mer. En

effet, à côté de l'apport provenant de l'industrie automobile, il exis

te de nombreuses sources de pollution par ce métal provenant de rejets

d'industries telles que l'imprimerie, la papeterie, la raffinerie du

pétrole, la fabrication d'engrais et de colorants, etc. ~TIN et al.,

1976) .

Ce sont ces diverses sources qui représentent un réel danger de pollu

tion des zones côtières et des estuaires par le plomb, du fait du rejet

direct de leurs déchets dans la mer.

Par ailleurs, il est nécessaire de considérer les égoûts qui peuvent

contenir de fortes concentrations en métaux lourds. Ainsi, l'analyse

des eaux usées de la région de Montréal, au cours de l'été 1972, a mis

en évidence des teneurs en plomb variant de 0,005 mg/l à 0,460 mg/l

(MARTIN et al., 1976).

Face à ces risques accrus de pollution par le plomb, les mesures impo

sées par la règlementation concernant le rejet des polluants métalli

ques s'avèrent tout à fait insuffisantes, voire inadaptées à l'évolu

tion des technologies modernes. L'observation de ces faits montre, par

ailleurs, que la violation de ces mesures est fréquente (QUENEUDEC,

1969) •
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MINERAIS DE PLOMB
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(non diffusibles)

- Cytogénétiques

------'>~ Fécès
1 .

Absorrptl,on

!
SANG

l
PLASMA (liaison aux ligands1 \~ble)

Réticulocytes Reins Effets divers :

~ ~ ~
Anémie Disfonction - Endocriniens

tubulaire

Système nerveux

!
-Encéphalopathie

-Neuropathie péri-
phérique

FIGURE 1 - Contamination de l'environnement par le plomb et effets
toxiques sur l'homme (GOYER et al., 1972).

*' --Dose moyenne non pathologique.
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c'est en raison de son rôle préoccupant dans les problèmes de pollution

actuels que cet élément a été choisi comme centre d'intérêt de notre

étude.

Chez l'homme, les effets d'une contamination par ce métal dus essentiel

lement à des intoxications professionnelles (saturnisme) sont bien con

nus (GOYER et al., 1972 ; UNDERWOOD, 1971).

La figure 1 résume les différentes voies de contamination par cet élé

ment ainsi que les principaux effets sur la santé de l'homme.

Les atteintes se manifestent essentiellement à trois niveaux.

- Dans le système nerveux, les effets du plomb sont de nature aussi

bien structurale que fonctionnelle ; ils concernent le cerveau, la

moelle épinière ainsi que les nerfs sensitifs et moteurs. Au niveau

du système nerveux central, la pathologie est caractérisée par de

graves encéphalopathies alors que les quantités de plomb sont rela

tivement faibles, ce qui suggère que le tissu nerveux est très sen

sible aux effets toxiques du plomb ;

- Au niveau du système hématopoiétique, l'action du plomb se traduit

par une diminution de la synthèse de l'hème ainsi qu'une augmentation

du taux de destruction des globules rouges, conduisant à une anémie.

Certaines étapes de la synthèse de l'hème (composante de l'hémoglobine

intervenant dans le transport de l'oxygène) ont lieu dans les mito

chondries.

L'action du plomb au cours de ce processus de synthèse est connue à

deux niveaux :

. cette action peut être détectée par la mesure de la d-amino

lévulinique acide déshydrogénase. Un taux de 70 à 80 ~g de plomb

dans 100 ml de sang inhibe cette enzyme à près de 98 %. Il en ré

sulte une augmentation d'acide d-amino-lévulinique dans le sérum

et dans l'urine;

. à l'étape finale de la synthèse de l'hème, le plomb diminue l'in

corporation du fer dans la molécule protéique. D'après les con

naissances actuelles résultant d'intoxications expérimentales, il

semble que le plomb agisse sur l'activité de la ferro-lyase, en~yme

. impliquée dans la réaction d'incorporation des molécules de fer

dans 1 'hème.

- au niveau du système rénal : du fait de leur fonction excrétoire, les

reins sont impliqués dans le métabolisme de cet élément. Il est com

préhensible ~u'ils soient l'un des sièges des effets toxiques du mé

tal.
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Ces effets se traduisent par une diminution de la réabsorption des pe

tites molécules organiques (acides aminés, glucose, acide urique •.. )

qui résulte d'une diminution de l'énergie nécessaire au transport de

ces substances. On pense que cet effet reflète une action directe du

métal sur les mitochondries.

La réponse caractéristique des cellules rénales humaines et animales

exposées au plomb expérimentalement est la fODnation intranucléaire de

complexes plomb-protéines dans lesquels le plomb est lié sous une forme

non diffusible. C'est au niveau de ces complexes que l'on retrouve la

plupart du plomb dans les cellules tubulaires du rein lorsque la dose

contaminante est augmentée. Certains auteurs émettent l'hypothèse selon

laquelle ce stockage, sous fODne non-diffusib1e, permet aux reins d'ex

créter d'importantes quantités de plomb.

Chez les organismes marins, l'action du plomb est moins bien connue,

chaque espèce réagissant à une concentration différente, avec une va

riation significative en fonction du stade de développement de l'indi

vidu ; ceci est surtout marqué chez les espèces comme les crustacés qui

possèdent un cycle de mue dont le passage d'un stade à un autre s'ac

compagne d!importantes variations physiologiques (PASSANO, 1960).

Les concentrations choisies au cours de nos essais tiennent compte

des résultats de AUBERT et al. (1975) qui observent chez la moule

(MYtiLu8 edULis) un phénomène de concentration du plomb pour une te

neur de 1 mg/1 et un seuil de toxicité voisin de 16 mg/1 ;

des expériences de contamination réalisées par VINCENTE et al. (1965),

chez des mollusques aussi différents que la coque (Lame11ibranche) et

l'ap1ysie (gastéropode Opisthobranche),qui montrent que ces animaux,

placés dans une eau contaminée à 3 mg/1; sont capables de concentrer

le plomb dans leur organisme avec un facteur de 28 par rapport au mi

lieu extérieur. Cependant, ces auteurs notent que les témoins avaient

déjà une concentration de 1,65 ppm, ce qui peut s'expliquer soit par

le fait que les ap1ysies possèdent des facteurs de concentration éle

vés, soit que le milieu dans lequel elles vivaient était déjà pollué

d'une façon importante.

Nous avons déterminé nos concentrations de façon à nous situer théori

quement en-dessous du seuil de mortalité constaté par les premiers au-
0"

teurs, et de façon à nous placer dans des conditions expérimentales

proches de celles de VICENTE et al. qui ont utilisé la même méthode que

nous : essai de contamination en laboratoire et dosage du plomb par ab

sorption atomique. L'échelle de concentrations expérimentales choisies
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(0, 01 à 1 mg/1 en plomb), bien que théorique dans le cadre de cette

étude, correspond, au moins pour les trois concentrations inférieures,

à des teneurs contaminantes qui peuvent être atteintes dans la réali

té, surtout lorsqu'il s'agit de pollutions accidentelles massives.

(RAMADE, 1977).

2. 2 • ELEMENTS D'INTERET PHYS !oLOGIQUE LE FER ET LE CUIVRE.

Ces deux métaux entrent dans la constitution de composés biochimique

ment indispensables à l'organisme: enzymes, pigments respiratoires.

Du fait de leur appartenance à la classe des métaux de transition
2+/3+ +/2+ 2+/3+ 2+/3+ •.. ,(Fe , Cu , Mn , Co ), 11s 1nterv1ennent frequemment

lors des réactions d'oxydo-réduction dans les systèmes biologiques.

2. 2. 1• Le fer.

C'est l'un des métaux les plus répandus dans les organismes vivants

(UNDERWOOD, 1971). Il intervient dans des processus enzymatiques com

me catalyseur; c'est le cas pour la plupart des enzymes de la famille

des oxygénases. Il peut également être un constituant des molécules

enzymatiques mêmes, et plus particulièrement de celles intervenant

dans' les transferts d'oxygène, telle que la cytochrome oxydase.

L'état d'oxydation du fer dépend du type de ligand auquel il est atta

ché : bivalent pour la myoglobine, trivalent pour les cata1ases ou

sous forme réduite et oxydée dans le cas des cytochromes.

Dans le règne animal, cet élément est un constituant de nombreux pig

ments respiratoires, parmi lesquels l'hémoglobine chez les vertébrés.

Le rôle du fer dans le transport de l'oxygène par l'hémoglobine est

essentiel chez l'homme.

Chez les organismes marins, la présence du fer a été détectée chez de

nombreuses espèces (GOLDBERG, 1957), au niveau de certaines réactions

enzymatiques ou dans les processus respiratoires.

Les expériences menées par GEORGES (1980) sur la moule (Mollusque)

mettent en évidence une accumulation du fer pour des teneurs variant entre

0,007 et 0,5 mg/1 dans une eau contaminée artificiellement. Cette

accumulation est linéaire dans le temps et proportionnelle à la teneur
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dans l'eau. Cependant, le facteur de concentration est trente fois plus

faible que pour le plomb.

Une étude réalisée chez le crabe Cancer irroratus, par MARTIN (1974),

révèle que le fer, bien que présent à de très faibles teneurs dans

l'eau de mer, en moyenne 3,5 pg/l (GOLDBERG, 1965), est concentré en

viron 5000 fois dans l'organisme de cet animal.

Chez l'espèce Maaropipus puber qui fait l'objet de notre étude,

GHIDALIA et al. (1972), utilisant des techniques autoradiographiques,

ont montré que certaines protéines sériques pouvaient fixer du fer.

Le fer est donc un métal qui, potentiellement, peut être accumulé par

tous les organismes vivants. Les crabes, en milieu marin en particu

lier, semblent capables d'en accumuler à des taux relativement élevés.

Nous avons consacré un essai à l'étude de l'action d'un milieu enrichi

en fer sur le comportement des protéines de Maaropipus puber vis-à-vis

de ce métal.

Nous devons cependant préciser que la concentration étudiée, assez

élevée, a été choisie en fonction des concentrations retenues pour le

plomb, notre but étant de comparer le comportement des protéines vis

à-vis de ces deux métaux pour une même concentration dans le milieu.

2.2.2. Le cuivre.

Bien avant d'avoir été reconnu comme oligo-élément essentiel chez les

mammifères et les oiseaux, la présence de cet élément a été mise en

évidence dans le sang de nombreux gastropodes, arthropodes et de certains

organismes marins (UNDERWOOD, 1971) ; chez ces derniers, le cuivre a

été retrouvé, en majorité, au niveau de l'hémocyanine, pigment respira

toire des cru:Stacés dont la s-tructure n'a pas encore été déterminée.

Actuellement, il est unanimement reconnu que l'hémocyanine est une cu

proprotéine. Toutefois, dans l'hémolymphe du crabe, la caractérisation

de cette protéine par détection du cuivre reste circonspecte (GHIDALIA

et al., 1971) : d'après l'étude électrophorétique et immunochimique du

sérum de Maaropipus puber, réalisée par GHIDALIA (1969), l'existence

d'au moins une protéine sérique autre que l 'hémocyanine, contenant

également du cuivre, n'est pas exclue. L'étude quantitative et électro-
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phorétique effectuée par MARTIN et al. (1977) sur l'hémolymphe de

Carainus moenas, montre, par contre, que tout le cuivre dosé au niveau

des 'protéines est fixé sur les fractions correspondant à 1 'hémocyanine.

De même, la valence du cuivre dans l'hémocyanine est, à l'heure actuel

le, grandement controversée. En effet, s'il est communément admis que

le métal est cuivreux dans le pigment réduit, les opinions divergent

lorsqu'il est question de son état dans l'oxyhémocyanine. Pour certains

auteurs le cuivre hémocyanique ne changerait pas de valence au contact

de l'oxygène de l'air et resterait à l'état cuivreux. Le phénomène se

rait analogue à celui déjà constaté pour le fer, dans le cas d'un autre

pigment respiratoire: l'hémoglobine. Dans les deux cas, il y aurait

oxygénation et non pas oxydation du métal lors des processus respi

ratoires. Pour d'autres auteurs, par contre, la moitié des ions cui

vreux présents dans l'hémocyanine réduite passerait à l'état cuivrique

dans l'oxyhémocyanine, au sein de laquelle coexisteraient les deux états

de valence de cet élément (KLOTZ et al., 1955).

Les connaissances sur la présence et le rôle du cuivre dans l'hémocya

nine restant encore entâchée d'imprécisions, notre but se limitera à

déterminer quantitativement les concentrations de cet élément dans le

plasma de Maaropipus puber et d'étudier l'influence de la contamina

tion·des animaux par le plomb ou le fer sur ces concentrations. En

suivant l'évolution du taux de cuivre protéique en fonction du temps

de contact avec le milieu contaminé, notre objectif est de savoir, dans

le cas où les protéines plasmatiques fixent le plomb ou le fer, si une

compétition s'instaure entre l'un de ces éléments et le cuivre protéi

que.

3. PROTOCOLE EXPËRIMENTAL.

Après un séjour dans un bac d'eau de mer contaminée par du nitrate de

de plomb Pb(N0 3)2, ou par du sulfate de fer ferreux Fe(S04), solutions

de sels stables et solubles dans l'eau de mer, les crabes sont ponction

nés aux temps suivants :
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- 1 jour avant contamination du milieu (J-I), lorsque le crabe se trou

ve dans son état physiologique normal, le jour J étant le début de

l'essai de contamination;

J+I, J+2, J+3 (ou 4), J+7, J+15 après contamination du milieu.

Le tableau 2 indique les concentrations en plomb et en fer étudiées

ainsi que le protocole opératoire correspondant aux différents essais.

Les analyses effectuées avant et après contact des crustacés avec le

milieu contaminé consistent à déterminer :

- la concentration en protéines plasmatiques totales,

- la teneur en métal (Pb, Fe, Cu) dans le plasma,

- la teneur en métal (Pb, Fe, Cu) au niveau des protéines,plasmatiques

isolées après électrophorèse.

Ces analyses nécessitent la mise en oeuvre d'une méthode de dosage par

spectrocolorimétrie (protéines) et de deux méthodes microanalytiques :

l'électrophorèse sur bande d'acétate et la spectrométrie d'absorption

atomique sans flamme (Pb, Fe, Cu).

4. TECHNIQUES D~ANALYSE.

4. 1• DOSAGE DES PROTEINES PLASMATIQUES.

La technique employée pour le dosage des protéines plasmatiques totales

est la méthode colorimétrique classique du "Biuret" qui offre de nom

breux avantages pratiques : simple, rapide et peu onéreuse, elle néces

site de très faibles quantités d'échantillons (30 ~l de plasma par do

sage).

Introduite par KINGSLEY en 1939, elle a été modifiée et adaptée depuis

par de nombreux utilisateurs parmi lesquels: GORNALL et al. (1949),

HENRY et al. (I 957), PETERS (I 968), qui sont parvenus à la mise au

point d'une méthode standard de détermination des protéines du sang

humain. Bien qu'il existe une incertitude sur le choix de l'étalon de

référence, la technique du Biuret a été retenue dans ce travail pour le



TABLEAU 2 Calendrier des essais.

ESSAI 1 2 3 4 5

Concentrations étudiées
1

0,01 0,1 0,7 1 0,7
(mg Pb ou Fe / 1 eau de mer) 1

Plomb Fer

Temps de contact des animaux Lot A . 7 7 Lot C : 15 3 lot E . 2. .
avec l'eau contaminée (jour~) B : 2 D : ,2, lot F : 4- .

Jours de prélèvement de J-I, J+I J-I, J+I J-I, J+I· J-I, J+I J-I, J+I
l'hémolymphe J+2 J+2 J+2 J+2 J+2

J+4 J+4 J+4 J+~ J+4
J+7 J+7 J+7 J+7

J+15 J+15

Eléments dosés dans le plas- plomb plomb fer et
ma et au niveau des protéi- et plomb et plomb cuivre
nes cuivre cuivre
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dosage des protéines des crabes, faute d'une technique mieux adaptée

aux protéines de crustacés.

4.1.1. Principe de la réaction du Biuret.

Le principe de la réaction est le suivant: les fonctions -CONH2 ,

-CH2NH2, -C(NH)(NH2) ou -C3NH2, des protéines réagissent en présence

du réactif de Biuret (solution de NaOH et de Cu(S04)2) pour donner

une coloration bleue-violette dont l'intensité est mesurable au spec

trocolorimètre, à la longueur d'onde 540 om.

Cette méthode est généralement utilisée pour le dosage des albumines

et globulines humaines. Les concentrations en protéines sont détermi

nées par rapport à une droite établie grâce à un étalon de référence.

4.1.2. Mode opératoire.

Dans la pratique, 30 ~l de plasma sont dilués au centième dans de

l'eau distillée, puis additionnés de 2 ml de réactif du Biuret d'ori

gine commerciale. La solution est introduite dans une cuve en quartz

placée sur le chemin du faisceau incident d'un spectrocolorimètre.

L'étalon de référence utilisé est une solution d'albumine synthétique

à une concentration donnée. Le choix de cet étalon est motivé par les

raisons suivantes :

- BERNHARD (1951), dans ses travaux concernant le problème d'étalonna

ge de la méthode du Biuret, considère l'albumine comme un étalon fia

ble par ses qualités de pureté et de stabilité dans le temps. Ce der

nier critère est important car il permet l'utilisation d'une même

solution étalon pour l'ensemble des échantillons;

- ROCHE et al. (1934) ont montré que la composition en acides aminés

de l'hémocyanine, protéine majeure de l'hémolymphe des crustacés, est

très proche de celle de l'albumine humaine.

La technique colorimétrique du Biuret est d'une grande fiabilité; ses

utilisateurs indiquent une erreur de précision d'environ 2 % en ce qui

concerne les protéines du sang humain (BIO-MERIEUX, 1981). Appliquée

au dosage des protéines plasmatiques de crustacés, la précision est du
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même ordre; cependant, cette méthode n'a pas été utilisée dans le but

de faire une analyse quantitative des plasmas mais uniquement pour

faire des comparaisons de teneurs en protéines entre les crabes.

4.2. SEPARATION DES PROTEINES PLASMATIQUES.

Après centrifugation de l'hémolymphe, une aliquote du plasma obtenu est

immédiatement soumise à une électrophorèse pour isoler les protéines.

Parmi les nombreuses techniques dérivées du principe de l'électropho

rèse ou de la chromatographie qui sont utilisées pour la séparation

des protéines (LEGETT-BAILEY, 1962), l'électrophorèse de zone est sans

doute la plus adaptée à cette étude car elle offre la possibilité de

se combiner parfaitement avec l'absorption atomique employée, ici, pour

le dosage des métaux en trace.

4.2.1. Principe de l'électrophorèse.

Il est basé sur la propriété de mobilité des molécules chargées, pla

cées dans un champs électrique.

Les protéines sont composées d'acides aminés dont les chaînes latérales

possèdent des fonctions· ionisables:COOa·,NH2 ,=NH,-NH-, SH,OH. Placées dans

une solution tampon, à un pH donné, ces protéines acquièrent une charge

globale nette qui leur permet de se déplacer vers l'un des pôles établi

par un champ de potentiel. Cette migration est fonction : de la compo

sition en acides aminés,-dü~-poids moléculaire, de la structure, de la

forme de l~-pr~téine (CHIN, 1970).

Dans le choix des conditions, deux paramètres jouent un rôle primor

dial

- le tampon dont la nature, le pH et la force ionique déterminent la

mobilité électrophorétique,

- le support qui influence la migration en tenant compte des caracté

ristiques de la protéine. Les support~ généralement utilisés sont

groupés en deux catégories (PASTEWKA et al., 1966)

• les gels de polyacrilamide, d'amidon ou de sephadex, sont des

supports dits sélectifs car leur structure les rend discrimi-
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nants vis-à-vis de la taille, du poids moléculaire et de la

forme de la protéine ;

• le gel d'agarose et l'acétate de cellulose qui présentent une

structure lâche n'entravant pas la libre circulation de la

protéine ; sur ce type de support dit non filtrant, la migra

tion des molécules ne s'effectue qu'en fonction de leur char-

ge.

Fréquemment utilisée en sérologie pour l'étude des protéines du sang

humain (albumines, globulines, isoenzymes) et développée depuis une

dizaine d'années pour l'étude des protéines de l'hémolymphe des crus

tacés (CECCALDI et al., 1976 ; FINE et al., 1975 ; GHIDALIA et al.,

1971), l'électrophorèse sur bande d'acétate, longuement décrite par de

nombreux auteurs (MOODY et al., 1975 ; MOSS, 1~79 ; WILKINSON, 1970),

a été retenue pour cette étude. Outre sa rapidité, cette technique of

fre l'avantage de remplir les conditions de travail compatibles avec le

dosage des métaux en trace :

- les opérations simples et peu nombreuses qu'elle comporte, permettent

d'éviter les risques éventuels de contamination de l'échantillon lors

de manipulations répétées ;

l'acétate de cellulose, matière organique, peut se décomposer en pré

sence de l'acide nitrique qui est employé en absorption atomique com

me solvant pour la solubilisation des métaux. L'utilisation de bandes

d'acétate de cellulose Cellogel (17 x 2,5 cm), de provenance commer

ciale, offre la possibilité de contrôler la pureté du matériel en

éléments traces (Pb, Fe, Cu), ce qui n'est pas le cas avec les gels

fabriqués par nos laboratoires ;

cette technique nécessite de faibles quantités d'échantillons, avan

tage appréciable dans l'étude d'une espèce comme l'étrille chez la

quelle le prélèvement répété d'une quantité d'hémolymphe supérieure

à 0,2 ml risquerait d'entraîner une perturbation du milieu intérieur.

4.2.2. Mode opératoire.

Les bandes d'acétate de cellulose conservées à 4°C, dans une solution

de méthanol à 40 ro, sont séchées avec du papier~ filtre et immergées

15 minutes dans un tampon phosphate monopotassique à pH 6,4.
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Ces bandes sont ensuite positionnées par série de 6, sur un portoir

dont les bords trempent ~e part et d'autre dans les réservoirs remplis

de tampon d'une cuve à électrophorèse SEBIA, modèle S 60 N.

Le tampon utilisé permet d'isoler l'ensemble des protéines plasmatiques

en évitant la multiplication du nombre de fractions électtophorétiques

correspondant à une seule protéine, l'objectif de départ étant de do

ser les métaux au niveau de la totalité des protéines.

~2!E2~b~!2~_~~_~~E2~_: 500 ml de phosphate monopotassique P04H2K 0,1 M

sont additionnés d'une quantité convenable de soude NaOH 1 M (11,6

ml) pour obtenir un pH à6,4 et complétés à 1000 ml.

La quantité de sérum déposée au départ par application unique est de 3lJl

(environ 0,18 mg de protéines). La migration s'effectue dans les condi
tions suivantes
- différence de potentiel

- intensité de courant

- durée de migration

- température ambiante.

Chaque électrophorèse correspond à l'analyse d'un échantillon de plas

ma et comprend six bandes :

- une bande témoin sans dépôt,

cinq bandes avec dépôt du même plasma dont une est soumise à une colo

ration à l'amidoschwarz afin de révéler l'emplacement des protéines.

Seule, cette dernière n'est pas destinée au dosage.

L'amidoschwarz (Amido Black 10 B) est fréquemment employé pour la ré

vélation des protéines sur support d'acétate (MAURER, 1971). Il est ob

tenu en faisant dissoudre 0,5 g d'Amido Black dans 100 ml d'acide acé

tique glacial dilué à 10 % dans du méthanol. Ce colorant réagit avec

les groupes basiques des protéines pour donner une coloration bleue

violette très rapidement (3 à 5 minutes). Ce gain de temps est précieux

car, pendant cette opération, les protéines se trouvant sur les bandes

à analyser peuvent terminer leur migration ; une coloration trop longue

risque donc de fausser leur localisation.

Une fois les protéines localisées par comparaison avec la bande colorée,

les bandes à analyser sont découpées à ce niveau avec une lame de verre,

en fractions de 1 cm2 • Celles-ci sont solubilisées pendant 24 heures

dans de petits piluliers en verre contenant 1 ml d'acide nitrique 10 %,
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puis subissent une agitation ultrasonique à froid pendant 5 minutes,

ce qui permet la dissolution du métal fixé à 85 %. C'est à partir de

cette solution que se fait le dosage du plomb, du fer et du cuivre pro

téique.

Les électrophorégrammes colorés sont immergés dans un bain de colorant

pour éliminer l'excès de colorant, séchés, puis transparisés dans les

conditions suivantes :

- décoloration : 20 minutes dans une solution de 500 ml méthanol +

100 ml acide acétique + 400 ml eau distillée

- déshydratation : une minute dans du méthanol pur

- transparisation : 5 minutes dans une solution de 75 ml méthanol +

20 ml acide acétique + 5 ml diacétone-alcool.

Ces électrophorégralmlles sont conservés comme témoin de migration des

protéines de chaque plasma analysé. Ils seront également désignés sous

le nom de "protéinogrammes".

4.3. DOSAGE DES METAUX.

4.3.1. Principe du dosage.

La partie analytique de cette étude consiste à mettre au point une mé

thode de microanalyse sur de très faibles quantités d'échantillons de

nature biologique et de chercher les conditions optimales de dosage du

plomb, du fer et du cuivre, dans le plasma et dans les fractions proté

iques solubilisées (TRAN et al., 1983).

La détermination des éléments traces dans les milieux biologiques fait

appel fréquemment à la spectrométrie d'absorption atomique électrother

mique, en raison de ses principales caractéristiques : sensibilité et

précision (FUKAI et al., 1978 ; FUKAI et al., 1980 ; ROUSSELET, 1979).

De plus, la technologie moderne offre à notre usage des appareillages

relativement simples à manipuler et capables, néanmoins, de hautes per

formances dans le domaine analytique.

La spectrométrie d'absorption atomique est une technique d'analyse physique

s'appuyant sur le principe d'absorption atomique qui est une propriété

physico-chimique spécifique de chacun des éléments.
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Le principe d'absorption est lié à celui d'émission: il s'appuie sur

la loi émise par KIRCHOFF, en 1859, selon laquelle tout corps chimique

à l'état d'atome est susceptible d'absorber les radiations qu'il est

capable d'émettre dans des conditions déterminées.

Lorsqu'un atome excité passe d'un niveau d'énergie Eh à un niveau infé

rieur Eb, émettant une radiation spectrale de fréquence v caractéristi

que de l'élément, la variation d'énergie Eh - Eb est retrouvée sous for

me d'un quantum d'énergie rayonnante hv (figure 2).

E
a

Eh -------

Emis~ionl rAbsorption

b

FIGURE 2 - Emission-Absorption.

a

b
h

Emission d'une raie de fréquence v =
(loi de Bohr).
Absorption de la même raie.
Constante de Planck.

Lorsqu'un flux de photons monochromatiques d'intensité 10 traverse un

milieu absorbant de longueur 1, constitué par une population d'atomes

produit par l'échantillon, ce faisceau en émerge avec une intensité l

telle que

l =

k coefficient d'absorption atomique

No nombre d'atomes présents à l'état fondamental
À longueur d'onde caractéristique de l'élément.

- si l'on considère que la population N d'atomes à l'état libre se trouve

pratiquement en totalité sous forme d'atome à l'état fondamental, c'est

à-dire N = N0'

- si la concentration C de l'élément se traduit par C = k 'N.
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Il en résulte que l'absorbance A = log 10 /1 = K.C.l~.

D'après cette relation, la concentration C est proportionnelle à l'a

bsorbance A ; en fait, il n'y a linéarité entre A et C que dans un do

maine limité de concentrations.

La figure 3 montre le schéma théorique d'un appareil d'analyse par

absorption atomique.

2

5 7

FIGURE 3 - Schéma de principe d'un appareil d'absorption atomique.
1 - Source d'émission; 2 - modulateur; 3 - source
d'atomisation; 4 - monochromateur ; 5 - P.M. ;

·"6 - amplificateur; 7 - récepteur.

Le sp~ctrophotomètre employé est de type monofaisceau (Perkin-Elmer,

modèle 400), doté d'un système de correction de fond permettant de

corriger les absorptions non spécifiques. La source de photons est une

lampe à cathode creuse qui a l'avantage d'émettre un flux lumineux,

d'intensité constante dans le temps, et un spectre de raies fines

(FULLER, 1977). L'atomisation se'fait dans un four en graphite, chauf

fé par effet Joule. Le four utilisé (Perkin-Elmer, modèle HGA 500) est

muni d'un système de commande informatisé qui permet de contrôler les

paramètres thermiques (température, montée, durée) lors des étapes de

prétraitement thermique qui précèdent l'atomisation.

Le résultat est donné sous forme de pic d'absorbance, par un récepteur

de mesure. L'absorption atomique étant une méthode comparative, les

concentrations réelles dans l'échantillon sont déterminées par rapport

à une gamme étalon établie à partir d'une solution de concentration

connue en élément dosé.
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Une prise d'essai de 20 ~l est introduite dans le four avec une micro

pipette. L'analyse est faite dans un environnement inerte d'argon pour

éviter la formation d'oxyde et les combustions aux températures éle

vées. Le programme de chauffage comporte les étapes suivantes :

- séchage l'échantillon est désolvaté ; le solvant est éliminé par

évaporation, à une température voisine de 10°C.

décomposition l'élément est décomposé de son sel en présence

d'un gaz inerte. Au cours de cette étape, les anions formés sont

chassés, la matière organique détruite, la matrice est décomposée

thermiquement ;

- atomisation par chauffage électrothermique, le métal est disso-

cié à l'état d'atomes neutres qui absorbent le faisceau cathodi

que. Le signal est enregistré par le récepteur de mesure et se

traduit par un pic d'absorbance ;

- nettoyage ce cycle effectué à haute température (2200°C) est des-

tiné à éviter l'effet de mémoire avant l'introduction de l'échan

tillon suivant.

Le deuxième cycle est le plus délicat car il peut donner lieu à des

pertes s'il est conduit à température trop élevée, en particulier en

présence de chlorures,de composés organiques ou de métaux volatils.

4.3.2. Application aux échantillons étudiés.

La détermination du plomb, du fer. et du cuivre,dans les fractions pro

téiques solubilisées et dans le plasma, revient à doser ces métaux à

des teneurs variant de quelques ng/ml à quelques dizaines de ~g/ml,

respectivement :

- dans un milieu organique chargé en sels,

et dans une solution acide concentrée contenant de la matière organi

que décomposée (acétate de cellulose).

La spectrométrie d'absorption atomique électrothermique permet, à la

fois, de détecter ces métaux à des concentrations de l'ordre du ppb
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(partie par billion), de résoudre les problèmes liés à la complexité

de leur matrice et de travailler sur de très faibles quantités d'échan

tillons.

~r~~1~~~~_g§g§r~~_1!§~_~~_~~~~g~_~~~_§1§~~g!~_!r~S~~_2~E_~~~~E2!!~g

~!~~!g~~_él~S!E~!~~r~!g~~

En matière d'analyse d'ultratraces par absorption atomique en fours,

les causes d'erreursprépondérantes proviennent des risques de contami

nation à toutes les étapes des opérations, viennent ensuite les absorp

tions non spécifiques, souvent considérables vis-à-vis du signal spé

cifique, puis les éventuelles interférences chimiques.

Contamination.

La détermination des éléments traces au four se fait sur des prises

d'essai "microchimiques" (20 lll), si bien'que les quantités absolues

d'éléments dosés sont de l'ordre du picogramme (10-12 g) • Ces teneurs

contaminent fréquemment l'atmosphère, notamment en ce qui concerne les

éléments étudiés : plomb, fer et cuivre, ce qui induit des erreurs

par excès. Des précautions rigoureuses doivent être prises pour éviter

tout risque de contamination. PINTA et al. (1979) préconisent des me

sures multiples, à cet effet:

manipulations dans des locaux dont l'atmosphère est à empoussiérage

contrôlé,

- utilisation de matériel de grande propreté et de réactifs spéciale

ment purifiés: l'acide nitrique est de qualité "suprapur" Merck et

le chlorure de sodium de qualité "specpur" Johnson Matthey,

- contrôle de la pureté par des témoins: blanc "four vide", blanc

"milieu HN03 la %", blanc "matrice NaCI", blanc "support acétate",

Absorption non spécifique.

La mesure d'absorption enregistrée doit être spécifique de l'élément

dosé. Dans les atomiseurs électrothermiques, il n'est pas rare que

l'absorption spécifique ne représente qu'une faible partie de l'absorp

tion totale, notamment dans le cas de milieux très complexes qui con

duisent à des interactions sur l'élément dosé (CZOBIK et al., 1974 ;

RIANDEY, 1979). La partie non spécifique de l'absorption se compose:

- principalement d'une absorption parasite résultant de particules non

dissociées et conduisant à une augmentation dans tout le spectre,



29

- parfois d'une absorption moléculaire limitée dans le spectre et ré

sultant de composés stables dans les conditions d'atomisation don

nées. Elle est liée à la composition de la matrice à analyser et aux

différentes réactions chimiques qui conduisent à la formation des

corps chimiques difficiles à dissocier.

Ces deux types d'absorptionsnon spécifiques, parfois difficiles à dis

tinguer dans la pratique, constituent, avec les contaminations acci

dentelles, des sources prépondérantes d'erreur dans l'analyse.

Nous sommes parvenus à maîtriser ces causes d'erreur en combinant les

trois méthodes suivantes :

- mesure de la densité optique avec et sans l'aide du système de cor

rection de fond constitué par une lampe au deutérium destinée à me

surer les absorptions non spécifiques pour les éléments dont les

raies sont situêes dans le domaine de longueur d'onde de cette lampe,

autrement dit 190 à 325 om. Par un montage électronique approprié, le

signal dû à l'élément est mesuré, exempt de toute absorption non spé

cifique

- mesure à la longueur d'onde de l'élément à partir d'une matrice syn

thétique exempte de l'élément à doser

mesure de l'absorption non spécifique à une longueur d'onde corres

pondant à une raie non absorbable de l'élément (cas du plomb).

Prob~~~~!_e~Etis~~i~E!_li~!_~_~~~alz!~_~~_ela!~!-~E_de!-!E~s!io~!

eE2téig~~!_!~lu~i!i!~~!~

Les problèmes posés par l'analyse de nos échantillons sont essentielle

ment dus à la complexité de leurs matrices.

En matière d'absorption atomique, les perturbations causées par les

effets d'un milieu complexe sur l'élément dosé sont appelées "effets

de matrice". Cette action est généralement une source de fortes absorp

tions non spécifiques qui se traduisent par une erreur en excès sur les

pics d'absorbance.

Dans les conditions habituelles de dosage, le système de correction de

fond est systématiquement utilisé. Cependant, dans certains cas, ce

système est inefficace vis-à-vis d'absorptions non spécifiques trop

fortes, lorsque l'absorbance de ces dernières dépasse 0,43. Pour résou-
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dre ce problème, nous avons été amenés à chercher une solution adaptée

à chaque type de matrice, en intervenant sur les différents paramètres,

lors de la programmation thermique.

4.3.3. Programmation thermique pour le dosage du plomb, du fer et du

cuivre.

La recherche des conditions optimales de dosage: sensibilité, préci

sion et exactitude, est fonction de la nature des échantillons et des

caractéristiques chimiques de leur matrice. Elle dépend donc de chaque

cas.

Nous appuyant sur des méthodes déjà étudiées pour la détermination du

plomb (BELCHER, 1972 ; BOITEAU, 1978 ; NORVAL, 1972), du fer (MACHIROUX,

1976 ; SCHRAMEL, 1973) et du cuivre (GARDINER, 1961 ; GLENN, 1971),

dans l'eau de mer ou dans les milieux biologiques (ROBINSON, 1974),

nous avons établi une programmation thermique adaptée au dosage de

chacun de ces métaux dans le plasma et dans les fractions protéiques

solubilisées.

Le cycle de séchage se fait dans des conditions pratiquement identi

ques pour tous les échantillons.

Par contre, les températures et la durée des cycles suivants (décompo

sition et atomisation) nécessitent une mise au point approfondie afin

d'obtenir une atomisation maximale, spécifique de l'élément.

Nous avons utilisé la méthode de programmation variable étudiée par

PINTA et RIANDEY (1975) qui permet d'établir les doubles courbes de

prétraitement thermique-atomisation. On fixe la température d'atomisa

tion à une valeur très élevée (2500°C par exemple), puis on cherche la

valeur maximale de température de décomposition qui donne la plus for

te absorption. En conservant cette température, on fait alors varier

la température d'atomisation en recherchant toujours la valeur d'ab

sorption la plus élevée. On obtient respectivement la courbe de pré

traitement thermique et la courbe d'atomisation de l'élément.

Pour la première, le point important est la température maximale de
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décomposition (sans perdre de l'élément dosé) ; dans la pratique, elle

correspond à la dernière mesure après laquelle l'absorbance commence à

décroître.

Pour la seconde courbe, c'est la température optimale d'atomisation

(qui confère la plus forte absorbance) qui sera retenue.

La figure 4 représente les deux courbes de décomposition et d'atomisa

tion en faisant les mesures point par point, sur une prise d'essai de

20 ~l de solution étalon à 0,02 ~g/ml en plomb, en milieu HN0 3 5 io.

La gamme étalon établie avec ce programme thermique montre'que le do

maine analytique varie de 0,005 ~g/ml à 0,05 ~g/ml (figure 5).

Les programmes thermiques mis au point pour chacun des trois éléments

étudiés (plomb, fer et cuivre), ainsi que les domaines analytiques,

sont Ïndiqués dans le tableau 3.

Remarque: le cycle de refroidissement permet simplement d'obtenir un

tracé graphique complet du signal d'absorbance après l'ap

parition du pic d'atomisation.

La sensibilité est améliorée d'environ deux à trois fois en diminuant

le balayage d'argon au cycle d'atomisation. La décomposition se fait

en deux temps, pour réduire progressivement le courant d'argon et ob

tenir un débit min~mal juste au moment de l'atomisation.

JO) Les programmes thermiques en milieu nitrique ont été établis pour

l'analyse des fractions protéiques solubilisées.

Rappelons que ces dernières sont obtenus après séparation électropho

rétique des protéines plasmatiques qui sont mises en solution avec

leur support d'acétate de cellulose dans un volume de 1 ml d'acide

nitrique concentré. C'est à partir de ce milieu que se fait le dosage

des métaux.

L'étape finale de mise en solution doit faire l'objet de précautions

particulières afin d'éviter tout risque de contaminations accidentelles

et d'une mise au point préalable en ce qui concerne le choix du sol

vant : sa nature, sa concentration, son volume final, doivent permettre

de se placer dans des conditions optimales de dosage de l'élément.



Température de décomposition
retenue : 550°C.

Température d'atomisation
retenue : 2000°C.
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FIGURE 4 - Détermination des températures optimales de décomposition et d'atomisation du
plomb en chauffage normal.
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FIGURE 5 - .Courbe d'étalonnage du plomb.
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TABLEAU 3 - Conditions optimales de dosage du plomb,
du fer et du cuivre, en milieu nitrique.

Cycle 1 2 3 4 5

Température Oc 100 550 550 2000 20

~ Temps de montée s 15 15 - 1 1
...:l Temps d'isotherme s 15 15 5 5 5
l10I Débit d'argon ml/mn 300 300 10 10 300

Domaine analytique : 3 à 30 llg/l

Température Oc 100 1000 1000 2600 20

~
Temps de montée s 10 10 1 1 1

~ Temps d'isotherme s 20 20 5 5 5
Débit d'argon ml/mn 300 300 50 50 300

Domaine analytique · 5 à 50 llg/l·
Température Oc 110 1000 1000 2500 20

~ Temps de montée 20 10 1 1
~

s -
Temps d'isotherme s 20 15 4 4 5= Débit d'argon ml/mn 300 300 50 50 300u

Domaine a~alytiq?e · 20 à 200 llg/l·

1 Séchage
2-3 Décomposition

4 Atomisation
5 Refroidissement.

L'acide nitrique est souvent utilisé comme milieu d'attaque et sa com-

binaison avec les éléments donne des nitrates stables, ce qui permet

une décomposition à température élevée et une élimination de la matrice

à cette étape.

Dans le cas de nos échantillons, lorsque l'attaque se fait avec cet

acide, à une concentration de la % qui permet la dissolution complète

du support, la durée d'utilisation du four en graphite est raccourcie

de 50 %. Or, si l'on diminue la concentration en acide à 5 %, la disso

lution du support d'acétate n'est pas totale; ceci se traduit, au re-
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gard, par l'aspect trouble des échantillons et au dosage par une aug

mentation du signal d'absorbance due à des absorptions non spécifiques.

Cet effet de matrice se manifeste également par une augmentation de la

viscosité du milieu (perturbation d'ordre physique, RIANDEY, 1979) qui

diminue considérablement la répétabilité des mesures.

Il a été nécessaire de faire une étude sur différentes concentrations

d'acide variant de 1 à 10 % pour chaque élément, afin d'établir un com

promis qui permette d'éviter les inconvénients cités, tout en tenant

compte de la rentabilité du matériel.

2°) Programmation thermique pour l'analyse du plasma et de l'eau de

mer, avant et après contamination.

La mise au point des programmes thermiques en milieu nitrique nous a

permis d'étudier les conditions de dosage d'éléments réfractaires dans

une matrice plus volatile. Dans ce cas, l'analyte supporte sans perte

un prétraitement thermique, à température élevée, ce qui permet d'éli

miner sa matrice au cours du cycle de décomposition et par là d'obtenir

une absorbance spécifique de l'élément dosé.

Dans le cas inverse, à savoir le dosage d'un élément volatil dans une

matrice réfractaire,de sérieuses difficultés apparaissent. Le dosage

du plomb dans le plasma ou dans l'eau de mer, tous deux chargés en sels

de chlorure de sodium, en est un exemple type.

Cas du plomb.

Le plomb, comme le cadmium ou l'arsenic, est un élément volatil; il

n'est donc pas possible d'appliquer une température de décomposition

élevée pour éliminer les sels de sodium qui constituent la matrice,

sans risque de perdre l'élément au cours du prétraitement thermique.

En fait, il est possible d'appliquer une température élevée mais pen

dant un temps très court, au cycle de décomposition (800°C, 1 s).

RIANDEY et al. (1980) procèdant ainsi se sont aperçus qu'il n'y avait

pas de perte de plomb. Malheureusement, l'élimination des sels de so

dium est insignifiante ; les absorptions non spécifiques demeurent con

sidérables. Les difficultés proviennent du fait que le NaCl est un com

posé réfractaire qui résiste à l'action de hautes températures. Sa pré

sence, à des concentrations élevées (35 g/l), est à l'origine de "fortes

perturbations au cycle d'atomisation qui ne sont que partiellement cor-
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rigées par le système de correction de fond.

Pour résoudre ce problème, de nombreuses solutions ont été proposées

portant, toutes, sur des séparations préalables (BAILEY et al., 1975).

Cependant, des absorptions non spécifiques importantes subsistent, ce

qui rend ces traitements chimiques partiellement satisfaisants.

Nous avons eu recours à une autre méthode : le modèle de four que nous

avons utilisé permet d'appliquer la méthode de chauffage rapide mise

au point par RIANDEY et al. (19S0) qui offre l'avantage de maîtriser

l'effet de matrice dû aux concentrations élevées en NaCl, uniquement

par modification des conditions de chauffage. Il s'agit d'appliquer

immédiatement la température d'atomisation (temps de montée: < 1 s).

Par cette méthode, la température optimale d'atomisation (960°C) est

bien plus basse que celle retenue pour le chauffage normal (figure 6).

Le chlorure de sodium qui a une volatilité analogue à celle du plomb,

commence à se volatiliser vers SOO°C mais à 960°C son absorption non

spécifique atteint à peine 0,3 unité d'absorbance donc tout à fait

corrigible par le système de correction de fond.

Le chauffage rapide permet donc, lorsqu'on veut doser un élément vola

til dans une matrice de volatilité voisine, de "sortir" l'élément de sa

matrice sans covolatiliser cette dernière et de maîtriser les pertur

bations qui rendent les dosages directs impossibles ou inexacts.

Cas du fer et du auivl'e.

Pour ces éléments, la matrice NaCl pose moins de problème.

D'une part, les teneurs en fer et cuivre, dans les échantillons de

plasma, sont suffisamment élevées pour nécessiter une dilution par un

facteur de 20, SO ou 100, ce qui diminue proportionnellement la charge

en sels.

D'autre part, ces deux éléments étant plus réfractaires, il est possi

ble de décomposer la matrice à très haute température (1400°C) pour

éliminer le chlorure de sodium à l'étape de décomposition, sans perdre

de l'élément.

Les programmes thermiques étudiés pour le dosage du plomb, du fer et

du cuivre, en matrice "chlorure de sodium", sont indiqués dans le

tableau 4. Ces programmes ont été utilisés pour l'analyse du plasma et
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Température de décomposition
retenue : 600°C.

Température d'atomisation
retenue : 960°C.

°À = 2831 A
Prise d'essai: 20 ~l

Milieu NaCl 35%0.
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FIGURE 6 - Détermination des températures optimales de décomposition et d'atomisation du
plomb en chauffage rapide.
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de l'eau de mer avant et après contamination.

Pour se placer dans les mêmes conditions de matrice, la méthode de

l'étalonnage complexe a été employée. Il s'agit de faire une gamme de

plo~b (sous forme Pb(N03)2) dans du NaCl 35 g/l.

TABLEAU 4 - Conditions optimales de dosage du plomb, du fer
et du cuivre en milieu chlorure de sodium.

Cycle 1 2 3 4 5 6

.Température Oc 100 600 600 960 20 2200

~ "Temps de montée s 15 15 - < 1 1 1
.... Temps d'isotherme s 15 15 5 3 5 5
l=Ll Débit d'argon ml/mn 300 300 10 10 300 300

Domaine analytique : 2 à 50 ng/ml

Température Oc 100 1400 1400 2600 20 2200

~
Temps de montée s 10 10 - 1 1 1

1&4 Temps d'isotherme s 20 20 5 5 5 5
Débit d'argon ml/mn 300 300 50 50 300 300

Domaine analytique : 5 à 50 ng/ml

Température Oc 110 1300 1300 2500 20 2200
~ Temps de montée s 20 10 - 1 1 1l:Il::
~ Temps d'isotherme s 20 15 4 4 4 5
= Débit d'argon ml/ml 300 300 50 50 300 300u

Domaine analytique : 50 à 500 ng/ml

1 Séchage
2-3 Décomposition

4 Atomisation
5 Refroidissement
6 Nettoyage.
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4.3.4. Propriétés analytiques de la méthode.

Précision.

Chaque échantillon est dosé, en moyenne, trois à cinq fois. Le résultat

retenu est la moyenne arithmétique de ces répétitions. Un système d'in

jection automatique dans le four en graphite permet une répétabilité de

5 %. Le tableau 5 indique la précision du dosage des trois éléments

étudiés dans le plasma et dans les fractions protéiques solubilisées.

TABLEAU 5 - Etude statistique de la précision du dosage du
plomb, du fer et du cuivre dans les échantillons
de plasma et dans les fractions protéiques solu
bilisées.

Eléments PLOMB FER CUIVRE

A B A B A . B

Dilution 1/100 - 1/100 - 1/200 -

1 '* 3,4 0,010 2,4 0,008 70 0,18
2 3,7 0,012 2,3 0,008 68 0,19
3 3,9 0,011 2,2 0,009 66 0,20
4 3,6 0,011 2,6 0,008 67 0,20
5' 3,4 0,010 2,5 0,008 64 0,20
6 3,8 0,011 2,5 0,010 65 0,19
7 4,0 0,010 2,4 0,008 69 0,20
8 3,5 0,010 2,3 0,007 70 0,26
9 3,4 0,010 2,5 0,008 66 0,20

la *" 3,4 0,012 2,4 0,008 65 0,20

x 3,61 0,0107 2,41 0,0082 66,9 0,196

s 0,22 0,0008 0,21 0,0009 2,28 0,007

C.V. % 6,09 7,69 4,87 7,6 3,41 3,57

'*A

B

x
s

C.V. %

dix mesures ont été faites sur le même échantillon.
Echantillon de plasma d'un crabe en contact deux jours
avec une eau de mer à 0,7 ~g/ml en plomb.
Prélèvement à J+I •
(~g Pb, Fe Cu total/ml plasma).
Fraction protéique solubilisée correspondant aux protéines
isolées du plasma A.
(~g Pb, Fe, Cu protéique/3 ~l plasma).
Moyenne.
Ecart-type.
Coefficient de variation.
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Sensibilité.------------
En absorption atomique au four, la sensibilité est mesurée par le rap

port ~/~C. Ce paramètre dépend de la production d'atomes neutres pré

sents dans l'échantillon et dépend donc essentiellement de l'étape

d'atomisation. Si. les conditions thermiques de la programmation per

mettent une atomisation optimale, la sensibilité obtenue peut être

très grande.

Cette sensibilité s'exprime par la concentration en élément qui donne

1 % d'absorption.

Le tableau 6 indique les sensibilités obtenues pour le plomb, le fer

et le cuivre, avec les programmes thermiques précédemment cités.

TABLEAU 6 - Limites de détection et sensibilités en milieux
nitrique et chlorure de sodium.

PLOMB FER CUIVRE
Il 0 0

MILIEU NITRIQUE À = 2831 A À = 2483 A À = 3247 A

S "b"l"t-(I){ Relative (ng/ml) 0,3 2 3
enS1 1 1 e 2

Absolue (ng) ( ) 0,006 0,04 0,06

Limite de { Relative (ng/ml) 0,1 0,4 1
détection Absolue (ng)(2) 0,002 0,008 0,02

MILIEU Cm.ORURE DE SODIUM

S "b"l" -(!){ Relative (ng/ml) 0,5 2,5 3enS1 1 1te 2
Absolue (ng) ( ). 0,010 0,05 0,06

Limite de { Relative (ng/ml) 0,4 1 2
détection Absolue (ng) (2) 0,008 0,020 0,04

(1) Sensibilité donnée pour 1 % d'absorption.

(2) Sensibilité et limite de détection absolues rapportées à
un volume analysé de 20 ~l.
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Limite de détection.

c'est la plus faible valeur de la concentration que la méthode d'ana

lyse permette de mesurer. Dans la pratique, c'est la concentration en

élément qui donne une absorbance égale à deux fois le bruit de fond.

Le tableau 6 donne les limites de détection pour les trois métaux do

sés.

5. EXPRESSION DES RÉSULTATS.

5.1. CALCULS ET UNITES.

5.1.1. Dosage des protéines.

La concentration en protéines plasmatiques totales est obtenue en mul

tipliant la concentration donnée par le dosage spectrophotométrique·

par un facteur de dilution constant (100).

5.1.2. Dosage des métaux.

- Dans le plasma, les teneurs en plomb, fer et cuivre, sont exprimées

en ~g métal/ml plasma.

- Dans les fractions protéiques solubilisées, les teneurs en metaux

fixés au niveau des protéines (plomb, fer ou cuivre) sont exprimées

en ~g métal protéique/ml plasma.

La teneur finale en métal protéique est ramenée à l'unité de plasma

(1 ml) pour pouvoir comparer avec la teneur en métal plasmatique.

Le tableau 7 résume les calculs intermédiaires et les unités employées

en fonction des analyses effectuées.



TABLEAU 7 - Calculs intermédiaires et unités utilisées en fonction
des analyses effectuées.

Analyse Symbole Dilution Calcul Unité
utilisé

Protéines totales l 100 x dilution mg/ml plasma

Pb plasmatique II 10, 50

Fe plasmatique IV ou x dilution llg/ml plasma

Cu plasmatique Pl 100
><
='eu

Q~ x 1000~

métal protéique/ml'<II Pb protéique III llg
~ 3 (ou 6) plasma

Fe protéique V

Cu protéique - III ou V llg métal/mg protéines
l (ppm)

* Quantité de Pb, Fe ou Cu dans le volume final de HN03 = concentration donnée
par le dosage divisé par 1 (volume final = 1 ml)

2 (volume final = 0,5 ml).
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Les résultats se traduisent graphiquement par des courbes de cinétique

en fonction du temps de contact des animaux avec le milieu contaminé.

Courbes II variation de la teneur en plomb plasmatique,

Courbes IV variation de la teneur en fer plasmatique,

Courbes III variation de la teneur en plomb protéique,

Courbes V variation de la teneur en fer protéique.
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CHAPITRE II

RESULTATS : EVOLUTION DES TENEURS EN PLOMB, FER, CUIVRE
DANS LE PLASMA ET AU NIVEAU DES FRACTIONS PROTEIQUES EN
FONCTION DU TEMPS DE CONTAMINATION DES ANIMAUX.

1. ACTION DU PLOMB.

1.1. ESSAI 1 : Eau de mer contaminée à 0,01 mg/l en plomb.

Cet essai est réalisé sur trois lots de crabes expérimentés pendant sept

jours, dont un lot témoin non contaminé.

L'essai a été arrêté lorsque les dosages du plomb protéique chez les

animaux contaminés ont révélé des teneurs trop faibles pour être détectables.

Les animaux ont été mis en contact avec un milieu contaminé à 0,01 mg/l

en plomb :

- le lot A pendant sept jours,

- le lot B pendant deux jours,

avant d'être transférés dans une eau non contaminée.

Le but de cet essai est de savoir, dans un premier temps, si le con

tact des crustacés avec le milieu contaminé à cette concentration en

plomb entraîne un enrichissement du plasma, c'est-à-dire si les barriè

res physiologiques naturelles telles que les épithéliums branchiaux et

les téguments du crabe constituent ou non un système de filtration sé

lectif vis-à-vis de ce métal.

L'analyse des fractions protéiques permet de savoir si la fixation du

plomb observée lors des essais chimiques se produit réellement chez
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les crabes vivants contaminés expérimentalement. Si tel est le cas, il

est important

- de connaître, par le dosage des protéines plasmatiques, la teneur

totale en protéines et de savoir si cette dernière subit des va

riations,

- de préciser si la fixation du plomb a une influence sur la teneur

en cuivre constitutif des protéines plasmatiques.

L'étude du lot B contaminé pendant deux jours a pour but d'observer les

effets d'une contamination à court terme et de les comparer à ceux

d!une exposition continue ; la durée de contamination (2 jours) a été

choisie, à posteriori, en fonction des résultats obtenus avec les

essais à long terme.

Les analyses effectuées sur les échantillons de plasma et sur les frac

tions protéiques solubilisées portent donc sur :

- la concentration en protéines plasmatiques totales,

- les teneurs en plomb plasmatique et protéique,

- les teneurs en cuivre plasmatique et protéique •

. 1.1.1. Etude des électrophorégrammes.

Avant' d'étudier les résultats obtenus par les différents dosages, l'ob

servation des électrophorégrammes témoins correspondant aux différents

temps de séjour des animaux dans l'eau contaminée, apporte des rensei

gnements fort intéressants (figure 7).

- Au temps J-l, la coloration spécifique des protéines met en évidence

deux bandes: l'une foncée (bande 1), l'autre plus claire (bande 2),

mesurant respectivement 0,7 cm et 0,5 cm d'épaisseur. Les distances

de migration (longueur dépôt d'origine-front de migration) sont de
1

4,5 cm et 3,5 cm. C'est l'aspect usuel que présente la fraction protéi-

que du plasma de MacropipUB puber, isolée après électrophorèse en tam

pon phosphate (pH 6,4), qui permet une séparation groupée de l'ensemble

des protéines.

MANWELL et BAKER (1963), en localisant l'hémocyanine par référence à

son activité péroxydasique, ont montré que cette molécule représente

la protéine quantitativement la plus importante dans le sérum des ar

thropodes.
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FIGURE 7 - Eau de mer à 0,01 mg/l en plomb.
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Crabes A contaminés pendant 7 jours.
Crabes B contaminés pendant 2 jours.
FI, F2, F2', F3 fractions protéiques.
Pr précipité.
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Chez les crabes, dans l'état actuel des connaissances, la bande 1 cor

respond à l'hémocyanine, protéine majeure du plasma de ces animaux

alors que la bande 2 n'a pas été identifiée de façon précise pour sa

fonction.

Les différents plasmas présentent des électrophorégrammes à peu près

identiques entre eux, avec une distance de migration relativement cons

tante. La seule différence porte sur l'intensité de coloration des ban

des protéiques, résultant de la concentration, plus ou moins forte, des

protéines en présence.

- Dès le contact des animaux avec le plomb et tout au long de l'essai,

les électrophorégrammes présentent des modifications qui affectent

principalement la bande 2.

En ce qui concerne les crabes A, les modifications se traduisent par

l'apparition, dès le premier jour (J+I) , d'une légère bande 3 dont la

distance de migration est inférieure à celle de la bande 2 et à laquel

le succède plusieurs bandes fines entre le deuxième et le septième

jour. Dans le même intervalle de temps, on constate la disparition pro

gressive de la bande 2 et l'apparition d'agrégats de nature protéique

au niveau du dépôt. Ces protéines qui n'ont pas migré pendant l'élec

trophorèse, forment un résidu de plus en plus foncé en fonction du

temps.

Quant aux électrophorégrammes correspondant aux protéines des crabes B,

le transfert des animaux dans une eau non contaminée, après deux jours

de contact avec le plomb, entraîne l'inversement des phénomènes obser

vés chez les crabes A, c'est-à-dire le retour des électrophorégrammes à

leur aspect initial.

Précisons que les électrophorégrammes provenant d'un lot de crabes té

moins non contaminé ne présentent aucune modification dans le temps, ni

dans la migration, ni dans l'aspect des bandes protéiques.

Le contact des animaux avec une eau contaminée à 0,01 mg/l a donc intro~

duit des modifications dans la migration des protéines. Ces perturbations

sont réversibles si les animaux sont remis dans une eau non polluée en

plomb aprês deux jours de contamination.
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1.1.2. Dosage des protéines plasmatiques.

L'apparition' sur les électrophorégrammes d'un résidu coloré par l'ami

doschwarz, au niveau du dépôt, indique qu'une partie des protéines a

perdu sa propriété de mobilité et n'a pas migré pendant l'électropho

rèse. Ce phénomène est dû :

soit au fait que ces protéines proviennent d'un plasma qui n'est pas

frais, ce qui n'est pas le cas puisque les électrophorèses sont effec

tuées ünmédiatement après les ponctions,

- soit au fait que ces protéines ne sont pas en solution dans le plasma,

autrement dit qu'elles sont sous forme précipitée (SEBIA, 1979).

Afin de vérifier que ce deuxième cas correspond bien au phénomène que

nous avons décrit, une centrifugation a été effectuée, dans des condi

tions déterminées par plusieurs essais, sur les plasmas dont les protéi

nogrammes révèlent un résidu protéique au niveau du dépôt.

Cette opération ayant pour but d'isoler les protéines précipitées dans

le culot, le surnageant recueilli doit correspondre uniquement aux

prote1nes restées en solution dans le plasma. Ceci a été vérifié

- en comparant les électrophorégrammes d'un plasma normal, avant et

après centrifugation: l'aspect des bandes protéiques est identique

- en ~omparant les électrophorégrammes d'un crabe contaminé, avant et

après centrifugation du plasma : la coloration au niveau du dépôt

disparaît sur l'électrophorégramme issu du plasma centrifugé sans

que l'aspect des différentes bandes protéiques soit modifié;

- en dosant les protéines plasmatiques totales d'un crabe normal, avant

et après centrifugation du plasma : les deux valeurs trouvées sont

identiques ;

- en dosant les protéines plasmatiques totales du même crabe une fois

contaminé par le plomb, avant et après centrifugation du plasma. Le

plasma intact donne un résultat identique à celui obtenu avant con

tamination du crabe ; le plasma centrifugé donne une valeur inférieure

à celle du plasma intact.

L'ensemble de ces vérifications permet d'affirmer qu'une centrifuga

tion effectuée à 20000 tours/mn (67000 g), pendant 15 minutes, n'intro

duit pas de modification sur les protéines d'un plasma normal, ni sur

leurs propriétés électrophorétiques, ni sur leur teneur totale.
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Par contre, sur un plasma de crabe contaminé, cette opération permet

d'éliminer les protéines précipitées du plasma; la disparition du ré

sidu coloré par l'amidoschwarz au niveau du dépôt sur les électro

phorégrammes issus des plasmas centrifugés, permet d'affirmer qu'il s'agit

bien de protéines précipitées ayant perdu leur propriété de mobilité

électrophorétique.

Le dosage des protéines totales, avant et après centrifugation du plas

ma, permet de mettre en évidence la formation progressive du précipité

protéique en fonction du temps de contamination.

Les résultats obtenus par analyse du plasma, avant et après centrifu

gation (tableau 8), correspondent respectivement à la concentration en

protéines plasmatiques totales (la) et à la concentration en protéines

restées en solution (lb). La concentration en protéines précipitées

est déduite de la différence la-lb. Le tableau 9 montre l'évolution

des protéines plasmatiques totales ainsi que celle des protéines pré

cipitées. Les résultats n'indiquent aucune variation significative sur

la concentration en protéines totales, ni pour les crabes A, ni pour

les B. Par contre, la teneur en protéines précipitées subit des varia

tions qui sont en relation avec le temps de contamination des animaux.

Pour les crabes A, ces variations se traduisent par une augmentation

progr~ssive entre J et J+7, pour les crabes B par une augmentation

jusqu'à J+2 et une diminution p~r la suite.

Le dosage du plasma après centrifugation a donc permis de mettre en

évidence la présence de protéines sous forme précipitée et de suivre

l'évolution de leur teneur dans le plasma, en fonction du temps de con

tamination des animaux.

Ces premiers résultats concordent avec l'aspect des électrophorégram-

mes

- pour les crabes A.: 1 'apparition d'un précipité de plus en plus im

portant entre J et J+7,

- pour les crabes B : le même phénomène se produit pendant les deux

jours où les animaux se trouvent dans le milieu contaminé ; le pré

cipité n'est plus détectable dans le plasma lorsque les crabes sont

transférés dans un milieu non contaminé. Ce phénomène fera l'objet

d'une discussion détaillée au chapitre III.



TABLEAU 8 - Eau de mer à 0,01 mg/l en plomb.
Teneurs en protéines plasmatiques en mg/ml plasma.

Crabes A : contaminés 7 jours - Crabes B : contaminés 2 jours.

4 5 - cv. %Crabes A 1 2 3 x s

J-l la 50 59 69 61 63 60,40 6,91 Il,44
lb 50 59 69 60 63 60,20 6,90 Il,46

J+l la 50 59 69 61 63 60,40 6,91 Il ,44
lb 50 58 67 60 62 59,40 6,22 10,47

J+2 la 50 59 69 61 63 60,40 6,91 Il,44
lb 48 57 66 59 61 58,10 6,61 Il ,36

J+4 la 49 59 68 60 63 59,80 6,97 Il,66
lb 47 56 65 58 60 57,20 6,61 Il,56

J+7 la 50 59 69 61 63 60,40 6,91 Il ,44
lb 47 57 64 58 59 57,00 6,20 10,80

,

Crabes B 6 7 8 9 10 - cv. %x s

J-l la 63 70 58 70 67 65,60 5,12 7,80
lb 63 71 57 70 67 65,60 5,12 7,80

J+l la 63 70 58 70 67 65,60 5,12 7,80
lb 61 70 57 68 66 64,60 5,31 8,25

J+2 la 63 70 58 70 67 65,60 5,12 7,80
lb 61 68 56 68 64 63,40 5,07 8,00

J+4 la 63 70 58 70 67 65,40 4,92 7,52
lb 62 69 56 68 66 64,20 5,31 8,27

J+7 la 63 70 58 70 67 65,60 5,12 7,80
lb 63 69 58 70 67 65,40 4,92 7,52

la sans centrifugation du plasma
lb après centrifugation du plasma.
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TABLEAU 9 - Eau de mer à 0,01 mg/ml en plomb.
Evolution de la teneur moyenne .:en protéines
précipitées et de la teneur moyenne en plomb
fixé sur ces protéines.

Crabes A contaminés 7 jours - Crabes B contaminés 2 jours.

Crabes A la lb la-lb 6 (Ia-lb) (Pb) pr
mg/ml mg/ml mg/ml ~g/ml

J-l 60,40 60,20 *J -
+ 2,20

J+2 60,40 58,20 2,20 ] 0,012
+ 0,40

J+4 59,80 57,20 2,60 ] 0,020
+ 1 ,00

J+7 60,40 57,00 3,60 0,025

Variation totale
-3,80 +3,60 +0,025de J-I à J+7 *'

Crabes B' la lb la-lb 6(la-lb) (Pb)
pr

J-l 65,60 65,60 *J -
+ 2,20

J+2 65,60 63,40 0,0142,20 ]
- 1,00

J+4 65,40 64,20 I.:OJ 0,013
- l,2O

J+7 65,60 65,40 -

Variation totale
de J-I à J+2 *' -2,20 +2,20 +0,014
de J+2 à J+7 *' +2,00 -2,20 -0,014

la - lb protéines précipitées
(Pb)pr plomb dosé au niveau du précipité

* : non détectable.
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La concentration en protéines totales restant constante quel que soit

le temps de contamination, cela signifie que les modifications obser

vées sur les électrophorégrammes concernent une même quantité de proté

ines.

La question qui se pose est de savoir s'il existe une relation entre

l'apparition de la bande 3 ainsi que la formation du précipité, et la

disparition progressive de la bande 2•

.1.1.3. Dosage du plomb.

Le tableau 10 indique les concentrations en plomb plasmatique et pro

téique pour les deux lots de crabes A et B, mis en contact avec une

eau contaminée à 0,01 mg/l de plomb, respectivement pendant 15 jours

et 2 jours.

Le plomb protéique a été dosé :

dans les protéines totales (IIIt) correspondant à toutes les bandes

protéiques et le précipité,

- dans les fractions protéiques (IIIf) correspondant aux bandes seule

ment (protéines qui ont migré) •

Le dosage du plomb plasmatique ayant donné des teneurs en plomb t2~al

comprises entre 0,001 ~g/ml et 0,224 ~g/ml, les teneurs en plomb pro

téique inférieures à 0,030 ~g/ml (variant de 0,001 ~g/ml à 0,030 ~g/ml)

n'ont pu être détectées dans les fractions protéiques solubilisées,

étant donné la limite de détection du plomb protéique qui est de 0,030

~g/ml. C'est pour cette raison que:

- l'expérience a été arrêtée à 3+7, les teneurs en plomb protéique

n'étant plus détectables chez les crabes D après 7 jours d'essai,

- le plomb a été dosé sur les protéines totales d'une part, et sur les

fractions qui ont migré d'autre part; la différence entre les deux

teneurs en plomb correspond à la teneur fixée au niveau du précipité

protéique, teneur trop faible en elle~ême pour être détectée après

solubilisation du précipité,

- le plomb a été dosé sur l'ensemble des fractions protéiques et non

sur chaque fraction séparément.

Le contrôle effectué à 3-1 montre que le plomb existe à une teneur



TABLEAU 10 - Eau de mer à 0~01 mg/l en plomb.
Teneurs en plomb dans le plasma (II) et au niveau des
protéines plasmatiques (III).

Crabes A çontaminés pendant 7 jours - Crabes B : contaminés pendant 2 jours.

Crabes A 1 2 3 4 5 x s CV. %

J-l II 0,004 0,003 0,006 0,009 0,002 0,004 0,002 69,37
IlIt *' *" *" *' *" *"

J+l II 0,038 0,220 0,210 0,098 0,063 0,125 0,084 67,40
IIIt 0,030 0,210 0,200 0,080 0,060 0,116 0,083 71,76

II 0,154 0,061 0,087 0,135 0,255 0,109 0,042 39,24
J+2 IlIt 0,140 0,060 0,080 0,130 0,130- 0,102 0,038 37,86

IIIf 0,125 0,056 0,061 0,120 0, Il° 0,090 0,037 41 ,18

II 0,139 0,054 0,061 0,120 0,100 0,094 0,036 39,17
J+4 IlIt 0,130 0,050 0,060 0, 11O 0,100 0,090 0,033 37,68

IlIf 0, Il° 0,035 0,041 0,083 0,082 0,070 0,031 45,06

II 0,098 0,031 0,034 0,135 0,012 0,074 0,050 67,54
J+7 IlIt 0,090 0,030 0,030 0,100 <0,030- 0,062 0,037 59,6~ .

IIIf 0,056 '0,030 0,030 0,035· <0,030
,
0,037

..
0,012 33,48



TABLEAU 10 - Sui te.

Crabes B 6 7 8 9 10 x s CV. %

J-l Il 0,005 0,002 0,001 0,002 0,005 0,003 0,001 62,36
IIlt '* *" *" *" *" '*

J+l Il 0,160 0,090 0,135 0,214 0,224 0,165 0,064 38,79
IIlt 0,460- 0,080 0,130 0,210 0,220 0,160 0,066 41,25

Il 0,160 0,215 0,167 0,069 0,056 0,133 0,068 51,32
J+2 IIlt 0,130 0,200 0,160 0,060 0,060 0,122 0,061 50,66

IIIf 0,110 0,185 0,150 0,048 0,051 0,108 0,060 55,83

Il 0,032 0,030 0, 11O 0,032 0,001 0,051 0,039 76,47
J+4· IIlt 0,030 0,030 0,100 0,030 <0,030- 0,047 0,035 74,47

IlIf 0,030 0,030 0,046 0,030 <0,030 0,034 0,008 23,53

Il 0,010 0,033 0,034 0,011 0,001 <0,033
J+7 IIlt <0,030- 0,030 0,030 <0,030- <0,030- <0,030

IIIf 0,030 0,030 0,030 <0,030 <0,030 <0,030

II
IIIt
IIIf

'*

~gPb total/ml plasma.
~gPb protéique total/ml plasma.
~gPb fixé au niveau des fractions protéiques/ml plasma.
Résultats qui n'ont pas été pris en compte dans la moyenne
soit parce que l'un des chiffres est une erreur par excès,
soit parce que l'un des chiffres est inférieur à la limite de détection.
non détectable.
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moyenne de 0,004 ~g/ml dans le plasma des animaux à l'état normal. Des

analyses effectuées sur le plasma des crabes témoins non contaminés,

indiquent une teneur en plomb du même ordre ; précisons que cette te

neur reste constante pour chaque crabe, tant que les animaux restent

en milieu non contaminé.

Nous ne pouvons préciser si ce plomb dosé dans le plasma se trouve

sous forme libre ou liée, le cas échéant s'il est fixé par les protéi

nes plasmatiques. En effet, une telle teneur, ramenée à un volume de

6 ~l (quantité maximale de dépôt d'électrophorèse) et diluée dans 1 ml

d'acide, correspond à une quantité absolue de 0,0005 ng dans les condi

tions de dosage. Cette quantité ne peut être détectée car elle est très

inférieure à la limite de détection du plomb qui est de 0,002 ng (chap.

1, § 3.4.3., tableau 6).

L'étude des résultats, après contamination, met en évidence un enrichis

sement du plasma en plomb et une fixation de plus de 90 % de l'élément au.
niveau des protéines totales dans les deux premiers jours. Les teneurs

maximales en plomb plasmatique et protéique coincident et sont attein

tes pendant ces deux jours. Par la suite, ces teneurs chutent aussi

bien pour le lot A que pour le lot B :

- chez les crabes A, le plomb plasmatique décroît linéairement entre

J+l" et J+7 ; à J+7, la teneur plasmatique a diminué de 40 % par rap

port au maximum. L'évolution du plomb protéique suit celle du plomb

plasmatique ;

- chez les crabes B, le transfert des animaux en milieu non contaminé

accentue la décroissance des teneurs plasmatiques et protéiques amor

cée après J+l. Ceci se traduit par une chute marquée entre J+2 et J+4

de ces teneurs, lesquelles se stabilisent entre J+4 et J+7, à une va

leur égale à 20 % de la teneur maximale.

Ces variations sont illustrées par les courbes de la figure 8 qui met

tent en évidence l'évolution des teneurs plasmatiques et protéiques

chez les deux lots de crabes.

En ce qui concerne le pourcentage de plomb protéique par rapport au

plomb total, le rapport Pb protéique/Pb plasmatique (IIIt/II) varie de

93 à 95 %, quels que soient le lot de crabes et le temps considéré.
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FIGURE 8 - Eau de mer à 0,01 mg/l en plomb.
Evolution des teneurs en plomb plasmatique (II) et en plomb
protéique (III).

IIIf fractions protéiques.
IIIt protéines totales (IIIf + précipité).
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La différence entre le plomb protéique total et le plomb fixé au ni

veau des fractions protéiques (IIIt - IIIf) permet de déduire les te

neurs en plomb fixé au niveau des protéines précipitées (tableau 9,

colonne (Pb)pr). L'évolution de ces teneurs montre qu'elles augmentent

avec le temps de contamination (crabes A) alors qu'elles diminuent et

s'annulent lorsque les animaux sont remis en eau non contaminée (cra

bes B).

La comparaison des teneurs en plomb fixé aux protéines précipitées et

en protéines précipitées elles4Dêmes, montre que ces deux valeurs va

rient de façon identique en fonction du temps de contamination des ani

maux, ce qui permet d'établir une relation entre la fixation de l'élé

ment et son action précipitante sur ces protéines.

En conclusion, les résultats du dosage du plomb dans le plasma et au

niveau des protéines plasmatiques, dans cet essai, ont fait apparaître

trois points importants :

la diminution des teneurs en plomb plasmatique et protéique, après

24 h de contamination, indique qu'après un premier temps d'accumula

tion dans le plasma et de fixation sur les protéines, les quantités

de plomb ne se stabilisent pas à leur valeur maximale mais sont éli

minées du plasma

- le transfert des animaux dans l'eau non contaminée permet d'accélé

rer la décroissance des teneurs en plomb plasmatique et protéique,

et de diminuer ces teneurs de 90 % par rapport à leur valeur maxima

le, alors que cette diminution n'est que de 40 % chez les crabes

gardés en eau contaminée ;

puisque le transfert des animaux dans l'eau non contaminée permet l'éli

mination des protéines précipitées (disparition du précipité sur

les électrophorégrammes et teneurs en protéines précipitées non dé

tectables dans le plasma), cela signifie que le phénomène de préci

pitation est bien dû à l'action du métal sur certaines protéines

plasmatiques.

1.1.4. Dosage du cuivre.

Le dosage du cuivre a été effectué sur les mêmes échantillons que pour

celui du plomb. Les résultats donnent les teneurs en cuivre constitu-



TABLEAU Il - Eau de mer à 0,01 mg/l en plomb.
Teneurs en cuivre dans le plasma (II) et au niveau des protéines
plasmatiques (III).

Crabes A 1 2 3 4 5 - cv. 7-x s

II 64 68 81 72 75 72,00 6,51 9,04
J-l III 63 67 80 71 74 71,00 6,51 9,17

III/II 98,44 98,53 98,77 98,61 98,67 98,60 0,12 0,12

II 63 69 81 72 76 72 ,20 6,83 9,46
J+l III 62 69 80 70 75 71,20 6,76 9,49

III/II 98,41 100,00 98,77 97,22 98,68 98,61 0,99 1,00

II 65 70 80 72 74 72,20 5,49 7,60
J+2 III 65 69 79 71 74 71 ,60 5,27 7,36

III/II 100,00 98,57 98,75 98,61 100,00 99,18 0,74 0,75

II 65 69 80 71 76 72,20 5,89 8,16
J+4 III 64 68 78 70 75 71,00 5,56 7,83

III/II 98,46 98,55 97,50 98,59 98,68 98,35 0,48 0,49

II 64 69 80 72 75 72,00 6,04 8,39
J+7 III 63 68 79 72 74 71 ,20 6,05 8,50

III/II 98,44 98,55 98,75 100,00 98,67 98,88 0,63 0,64



TABLEAU Il - Suite.

Crabes B 6 7 8 9 10 x s CV. %

II 75 80 69 81 76 76,20 4,76 6,25
J-l III 74 79 68 80 75 75,20 4,76 6,33

III/II 98,67 98,75 98,55 98,77 98,68 98,68 0,08 0,08

II 74 81 69 80 75 75,80 4,86 6,41
J+l III 74 80 67 80 74 75,00 5,38 7, 11

III/II 100,00 98,77 97,10 100,00 98,67 98,78 1,24 1,26

II 74 80 70 81 75 76,00 4,52 5,95
J+2 III 73 80 69 80 75 75,40 4,72 6,26

III/II 98,65 100,00 98,57 98,77 100,00 99,19 0,73 0,74

II 75 80 70 80 75 76,00 4,18 5,"50
J+4 III 75 78 69 79 74 75,00 3,93 5,24

III/II 100,00 97,50 98,57 98,75 98,67 98,69 0,88 0,89

II 74 80 68 80 76 75,60 4,98 6,59
J+7 III 73 79 68 79 74 74,60 4,61 6,18

III/II 98,65 98,75 100,00 98,75 97,37 98,68 0,08 0,08

II
III

III/II

Cuivre plasmatique (~g Cu total/ml plasma).
Cuivre protéique total (~g Cu protéique/ml plasma).
Cuivre protéique/cuivre plasmatique (%).
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tif des protéines plasmatiques et permettent de suivre l'évolution de

ces teneurs en fonction du temps de contamination des animaux par le

plomb.

Le tableau Il indique les concentrations plasmatiques et protéiques

dosées respectivement dans :

- les échantillons de plasma des crabes A et B,

- les protéines totales (fractions et précipité).

Les teneurs en cuivre plasmatique varient entre 64 et 81 ~g/ml suivant

les individus et restent constantes pour chaque animal tout au long de

l'essai. Les rapports Cu protéique/Cu plasmatique indiquent que 99 %

du cuivre total est lié aux protéines.

L'évolution de la teneur en cuivre au niveau des protéines, en fonction

du temps de contamination~ ne montre pas de variation significative dans

le sens d'une diminution, ce qui signifierait qu'il n'y a pas d'interac

tion négative entre la fixation du plomb et la teneur en cuivre consti

tutif des protéines, pour une teneur en plomb dans l'eau égale à 0,01

mg/l. La même étude pour une concentration en plomb plus élevée (essai 3)

permettrait, soit de confirmer ce résultat, soit de mettre en évidence

l'existence de cette interaction mais à partir d'une certaine teneur en

plomb dans l'eau.

1.2. ESSAI 2 Eau de mer contaminée à 0,1 mg/l en plomb.

Cet essai est réalisé sur deux séries de crabes ponctionnés aux temps

J-I, J+I, J+2, J+4, J+7. L'une des séries, mise en contact avec une

eau de mer contaminée à 0,1 mg/l en plomb, est destinée à l'analyse

l'autre, gardée en milieu non contaminé, sert de témoin d'observation.

Cet essai a pour but d'observer les effets de la contamination par une

concentration dix fois plus élevée que celle de l'essai 1. Il s'agit

d'une part d'étudier le comportement électrophorétique des protéines

plasmatiques, d'autre part de déterminer les concentrations en plomb

accumulées dans le plasma et celles fixées par les protéines.
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1.2.1. Etude des électrophorégrammes.

L'observation des électrophorégrammes (figure 9) montre, dès le pre

mier jour, l'apparition au niveau du dépôt d'un précipité de nature

protéique qui s'accentue jusqu'au septième jour, ainsi que l'appari

tion, dans la même période, d'une bande protéique 3, de mobilité infé

rieure à celle de la bande 2, au fur et à mesure que celle-ci disparaît.

Au bout de sept jours de contamination, les électrophorégrammes présen

tent, outre la bande 1 dont l'aspect est identique au temps témoin,

une légère trace à la place de la bande 2 ainsi qu'un précipité foncé

au niveau du dépôt.

Le comparaison de ces électrophorégrammes avec ceux des crabes A, dans

l'essai l, montre que, pour des teneurs en plomb dans le milieu qui

diffèrent d'un facteur 10, les mêmes modifications affectent la mobi

lité des protéines en fonction du temps de contamination.

1.2.2. Dosage des protéines totales et du plomb.

Les analyses effectuées sur le plasma et les fractions protéiques solu

bilisées portent sur :

- la concentration en protéines plasmatiques totales,

la concentration en plomb plasmatique et protéique.

Précisons que le plomb protéique a été dosé seulement au niveau des

protéines qui ont migré après électrophorèse (bandes l, 2, 3).

Les résultats reportés sur le tableau 12 indiquent que le contact avec

le milieu contaminé entraîne un enrichissement du plasma en plomb d'un

facteur de 10 par rapport au milieu et d'un facteur de 200 par rapport

au plasma initial.

La fixation du métal par les protéines plasmatiques s'effectue selon

les modalités suivantes (figure 10) :

- dans un premier temps, les teneurs en plomb plasmatique et protéique

augmentent parallèlement jusqu'à un maximum qui est atteint au bout

de un à deux jours suivant les individus

- au-delà du maximum, entre le deuxième et le septième jour, les te

neurs en plomb plasmatique diminuent légèrement et tendent à se sta

biliser alors que celles en plomb protéique subissent une chute qu~
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FIGURE 10 - Eau de mer à 0,1 mg/l en plomb.
Evolution des teneurs en plomb plasmatique (II)
et en plomb protéique (III).



TABLEAU 12 - Eau de mer à 0,1 mg/l en plomb.
Teneurs en protéines plasmatiques (1), en plomb dans le plasma (II) et
en plomb au niveau des protéines plasmatiques.

~
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 CV. %x s

Analyse

l 70 72 70 70 64 70 69 59 68 66 67,89 3,85 5,68
J-l II 0,003 0,003 0,002 0,004 0,011 0,003 0,004 0,006 0,002 0,012 0,005 0,003 60,00

III *' * * *' *' * *' * *' *' *"
l 70 72 71 70 64 71 69 59 68 66 68,00 4,00 5,88

J+l II 1,13 1,64 1,15 1,17 0,87 1,08 1,16 0,82 1,06 1,02 1,1O 0,22 19,97
III 0,90 l,4O 1,00 1,05 0,70 0,60 1,00 0,60 0,80 0,80 0,88 0,24 27,58

l 70 72 70 70 64 69 69 59 68 65 67,60 3,86 5,71
J+2 II 1,21 1,74 1,26 1,25 1,06 1,16 1,1O 0,78 0,79 0,85 1,12 0,28 25,46

III 1,00 l,6O 1,19 0,90 0,80 1,00 0,90 0,60 0,60 0,60 0,90 0,31 34,56

l 69 72 70 70 64 69 69 59· 68 66 67,60 3,86 5,71
J+4 II 0,97 1,19 1,06 0,99 0,92 1,25 0,66 0,60 0,61 0,72 0,89 0,23 25,84

III 0,80 0,80 1,00 0,50 0,80 1,00 l,3O 0,40 0,40 0,40 0,64 0,43 65,15

l 70 72 70 70 64 70 69 59 68 66 67,90 3,89 5,73
J+7 II 1,°1 1,23 1,00 0,96 0,93 0,76 0,70 0,67 0,65 0,60 0,85 0,20 23,53

III 0,10 0,16 0,36 0,16 0,43 0,10 0,03 0,16 0,36 0,30 0,20 0,14 70,00

l mg/ml
II ~gPb total/ml plasma
III ~gPb protéique/ml plasma
*' non détectable.
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s'accentue avec le temps. Le rapport Pb protéique/Pb plasmatique,

égal à 90·%. avant le maximum, n'est plus que de 22 % au bout de sept

jours ;

- malgré les variations des concentrations en plomb protéique obser

vées entre J+2 et J+7, les teneurs en protéines plasmatiques totales

restent remarquablement constantes pour tous les individus.

L'étude comparative des résultats analytiques et des électrophorégram

mes montre que les modifications observées sur ces derniers ont lieu

après que les quantités maximales en plomb fixées par les protéines

aient été atteintes.

En particulier, l'évolution du précipité est intéressante à noter: sur

les électrophorégrammes, ce précipité paraît de plus en plus important

entre le'deuxième et le septième jour, alors que les analyses indiquent,

dans le même temps, une diminution du plomb dosé au niveau des frac

tions qui ont migré. Le plomb plasmatique total restant constant entre

J+2 et J+7, la question qui se pose est de savoir si la différence (Pb

plasmatique total-Pb au niveau des fractions) est localisée au niveau

des protéines précipitées. C'est ce que nous essaierons de déterminer

dans l'essai suivant, en analysant les protéines précipitées elles

mêmes.

Les résultats de cet essai ont donc mis en évidence, à la suite du con

tact des animaux avec un milieu contaminé à 0,1 mg/l, un enrichissement

du plasma en plomb et une fixation de cet élément au niveau des protéi

nes plasmatiques suivant une cinétique comparable à celle de l'essai 1.

L'observation des étrilles dans le milieu contaminé montre que, dès les

premiers jours de contact avec le plomb, les crabes analysés ont perdu

beaucoup de vigueur par rapport au lot témoin et sont tous morts entre

neuf et vingt jours, après l'ajout du métal dans le milieu, alors que

les témoins leur ont survécu de sept à huit semaines.

Ces faits témoignent bien de l'effet toxique du plomb qui se traduit

par la mortalité des crabes contaminés ; notons que cette mortalité

intervient à une échéance plus ou moins longue suivant les individus

étudiés (9 à 20 jours), ce qui laisse à penser que la résistance des

animaux à cette concentration en plomb est variable d'un individu à

l'autre.
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1.3. ESSAI 3 Eau de mer contaminée à 0,7 mg/l en plomb.

Dans l'ordre chronologique des expériences de contamination par le

plomb, cet essai a été réalisé en dernier.

Les différentes analyses ont donc été effectuées en fonction des résul

tats obtenus avec l'~nsemble des essais 1, 2 et 4, dans le but de con

firmer et de compléter ces derniers. C'est la raison pour laquelle cet

essai présente les résultats les plus détaillés parmi la série d'expé

riences concernant l'action du plomb.

Les essais 1, 2 et 4 ayant donné des résultats analogues en ce qui con

cerne l'effet du plomb sur la migration électrophorétique des protéines,

cet essai se propose donc, après mise au point de la technique analyti

que, de localiser le métal sur les différentes fractions protéiques et

sur le précipité. Compte tenu de la limite de détection du plomb proté

ique, nous avons dû choisir une concentration en plomb dans l'eau suffi

samment élevée afin de nous permettre de détecter cet élément au niveau

des différentes fractions protéiques et du précipité.

Cet essai est réalisé sur deux séries de crabes expérimentés pendant

quinze jours et ponctionnés aux temps J-l, J~I, J+2, J+4, J+7 et J+15.

La première série (crabes C) est mise en contact avec un milieu conta

miné à 0,7 mg/l en plomb, pendant toute la durée de l'essai.

La deuxième série (crabes D), après deux jours dans le même milieu,

est transférée dans une eau de mer non contaminée.

Dans chaque lot, certains des animaux servent de témoins d'observation,

les autres 'sont destinés à l'analyse.

La durée de cet essai correspond à la durée de vie maximale des animaux

dans le milieu contaminé. Malgré une teneur en plomb relativement éle

vée, les animaux particulièrement vigoureux à leur arrivée au labora

toire ont survécu bien plus longtemps que ceux de l'essai 4 où la te

neur en plomb est légèrement supérieure (1 mg/l).

L'expérience a pu être menée pendant quinze jours, ce qui a permis de

mettre en évidence des phénomènes qui n'ont pu être observés dans les

autres essais.
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L'objectif de cet essai est essentiellement de déterminer, au niveau

des différentes fractions protéiques, les teneurs en plomb fixé par

chaque fraction, et de suivre l'évolution de ces teneurs en fonction

du temps de contamination des an~maux.

Les résultats de l'essai 1 ayant montré que le transfert des animaux

dans une eau non polluée permet une diminution de la teneur en plomb

protéique total, il est intéressant de savoir si cette diminution se

réalise également avec une concentration 70 fois plus élevée et, le

cas échéant, de préciser la fraction protéique concernée.

La même démarche que dans l'essai 1 a été suivie en ce qui concerne les

teneurs en cuivre constitutif des protéines plasmatiques.

1.3.1. Etude des électrophorégrammes.

Les électrophorégrammes (figure II) présentent les modifications déjà

constatées dans les essais précédents, concernant la migration des dif

férentes fractions protéiques :

- apparition, dès le premier jour (J+I),d'une légère bande 3 de mobili

té inférieure à celle de la bande 2 et à laquelle succèdent plusieurs

bandes fines entre le deuxième et le septième jour ;

disparition progressive de la bande 2 au bout de quinze jours

- apparition d'un agrégat protéique au niveau du dépôt.

L'expérience menée sur quinze jours permet de montrer que:

- chez les crabes C contaminés de façon continue, la disparition des

bandes 2 et 3 est complète au terme de l'essai,

- chez les crabes D contaminés puis transférés en eau saine, seule la

bl3.Eci~ 2 réapparaît. avec un aspect identique au témoin~

Ces résultats permettent de penser que l'action du plomb se traduit au

bout de quinze jourspar la .précipitation complète de la bande 2, phéno

mène qui semble être entièrement réversible lorsque la contamination

est interrompue et les crabes remis en eau non contaminée au bout de

deux jours.
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1.3.2. Dosage des protéines plasmatiques.

Le dosage des protéines a été effectué avant et après contrifugation

du plasma, dans les mêmes conditions que l'essai 1 (§ 1.1.2),

afin de mettre en évidence la présence de quantités croissantes de

protéines sous forme précipitée, en fonction du temps de contamina

tion.

Les résultats du tableau 13 montrent que la teneur en protéines plasma

tiques totales reste constante pendant l'essai, pour les deux lots de

crabes, alors que celle en protéines précipitées subit des variations

significatives. Ces variations se traduisent pour les crabes C, par

une augmentation progressive des protéines précipitées ; pour les cra

bes D, la teneur en protéines précipitées augmente tant qu'ils sont en

contact avec l'eau contaminée mais cette teneur diminue dès que ce con

tact est interrompu et s'annule en cinq jours de décontamination des

animaux (tableau 14). Ces premiers résultats concordent avec l'aspect

des électrophorégrammes ; nous avions constaté :

- pour les crabes C, l'apparition d'un précipité de plus en plus im

portant entre J et J+15,

pour les crabes D, le même phénomène pendant les deux

jours où les animaux se trouvent dans le milieu contaminé le pré

cipité disparaît lorsque les crabes sont transférés en eau non

polluée.

L'étude comparée des électrophorégrammes et des concentrations en pro

téines précipitées confirme et complète les résultats des essais pré

cédents. La fixation du plomb, sur certaines protéines plasmatiques

(bande 2), introduit des modifications dans l'état physicochimique de

celles-ci, aboutissant à leur précipitation complète au bout de quinze

jours de contamination.

C'est le cas des crabes à J+15 : la-concentration en protéines préci

pitées, calculée à ce temps (3,75 mg/ml), correspond donc à la teneur

en protéines de la bande 2 ; cette teneur correspond à 5,85 % des pro

téines plasmatiques totales, le reste étant constitué par les protéi

nes de la bande 1.
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TABLEAU 13 - Eau de mer à 0,7 mg/l en plomb.
Teneurs en protéines plasmatiques
en mg/ml plasma.

Crabes C 1 2 3 4 x s CV. %

J-l la 65 68 61 63 64,25 2,98 4,64
lb 65 67 61 63 64,00 2,58 4,03

J+2 la 65 67 61 63 64,00 2,58 4,03
lb 63 65 59 61 62,00 2,58 4,16

J+4 . la 65 67 61 63 64,00 2,58 4,03
lb 62 65 59 60 61,SO 2,64 4,29

J+7 la 65 67 61 63 64,00 2,58 4,03
lb 62 64 58 60 61,00 2,58 4,23

J+lS la 65 68 61 63 64,25 2,98 4,64
lb 61 63 58 59 60,25 2,21 3,67

Crabes D 6 7 8 9 x s CV. %

J-l la 64 67 65 67 65,75 l,50 2,28
lb 64 67 65 67 65,75 1,50 2,28

J+2 la 64 67 65 67 65,75 1,50 2,28
, lb 62 65 62 65 63,50 1,73 2,72

J+4 la 64 67 65 67 65,75 1,50 2,28
lb 63 66 64 66 64,75 1,50 2,32

J+lS la 64 67 65 67 65,75 1,50 2,28
lb 64 67 66 67 66,00 . 1,41 2,14

Crabes G
Crabes D

contaminés pendant 15 jours
contaminés pendant 2 jours

la Sans centrifugation du plasma
lb : Après centrifugation du plasma.



TABLEAU 14 - Eau de mer à 0,7 mg/l en plomb.
Evolution de la teneur moyenne en
protéines précipitées et de la teneur
moyenne en plomb fixé sur ces protéines.

73

Crabes C la lb la-lb ~(la-lb) (Pb)pr
mg/ml mg/ml mg/ml llg/ml

J-l 64,25 64,00 0,'25 ] -
+ 1,75

J+2 64,00 62,00- 2,00:J 0,48

J+4 64,00 61,50
+ 0,50

1,192,50 :J
+ 0,50J+7 64,00 61,00 3,00 ] + 2,1 1

J+lS 1
64,25 60,25 4,00 2,73

Variation de
-3,75' +3,75 +2,73J-I à J+15 *-

Crabes D la lb la-lb ~(la-lb) (Pb)pr

J-l 65,75 65,75 .. ] -
+ 2,25

J+2 65,75- 63,50 2,25 :J 0,51

J+4 - 1,25
65,75 64,75 1,00 .=J 0,47

J+lS 65,75 66,00
- 0,75

0,25 -

Variation de
J-I à J+2 *' -2,25 +2,25 +0,51
J+2 à J+15 *' +2,50 -2,00 -0,51

la-lb

(Pb)pr

*

Protéines précipitées
Plomb dosé au niveau du précipité

non détectable •.



TABLEAU 15 - Eau de mer à 0,7 mg/l en plomb, 15 jours.
Teneurs en plomb dans le plasma (II), au niveau des différentes
fractions pro'téiques et,1 du précipité .(III) .

Crabes C 1 2 3 4 x s CV. %

J-l II 0,013 0,005 0,0 Il 0,007 0,009 0,003 33,33

IIIt *" *" *" *" *"
II 3,40 3,67 3,58 3,65 3,57 0,12 3,44

J+l FI 0,40 0,36 0,38 0,34 0,37

1

0,02 6,98
F2' 1,82 2,10 2,01 2,04 1,99 2,99 0,12 6,08

III F3 0,52 0,70 0,63 0,68 0,63 0,08 12,79
Pr *" *" *" *" *'

II 3,41 3,70 3,60 3,74 3,61 0,14 4,08

FI 0,37 0,37 0,43 0,39 0,39

1

0,02 7,25
J+2 III F2' 0,93 1,08 1,03 1,1O 1,03 3,01 0,07 7,37

F3 l,50 1,61 l,54 1,72 l,59 0,09 6,06
Pr 0,45 0,50 0,47 0,50 0,48 0,02 5,10

Il 3,05 3,31 3,27 3,37 3,25 0,13 4,29

FI 0,39 0,35 0,36 0,53 0,40 0,08 20,85
J+4 III

F2' 0,41 0,47 0,33 0,60 0,45 1,86 0,1 1 25,30
F3 0,85 1,09 1,21 0,85 0,91 0,18 19,78
Pr l,2O 1,09 1,16 1,31 1,19 0,09 7,73



TABLEAU 15 - Suite

Crabes C 1 2 3 4 x s CV. %

II 3,13 3,08 3,23 3,29 3,18 0,09 2,99

FI 0,45 0,31 0,35 0,35 O~36 1 0,05 16,59
J+7 - - - - - 0,97

III
F3 0,52 0,58 0,65 0,69 0,61 0,06 10,69
Pr 2,10 2,03 2,13 2,20 2, Il 0,07 3,34

II 2,82 3,20 3,41 3,37 3,20 0,26 8,41

FI 0,41 0,33 0,37 0,43 0,38 0,04 Il ,67
J+15 - - - - - - 0,38

III - - - - - -
Pr 2,37 2,93 2,84 2,80 2,73 0,24 9,13

II ~gPb total/ml plasma III ~gPb protéique/ml plasma

FI
F2
F2'
F3

Pr

*

Fraction protéique 1 initiale
Fraction protéique 2 initiale

Fraction protéique 2 décomposée en 2' et 3

Précipité
Non détectable
Fraction inexistante.



TABLEAU 16 - Eau âe mer à 0,7 mg/l en plomb, 2 jours.
Teneurs en plomb dans le plasma (II), au niveau des différentes
fractions protéiques et du précipité (III).

Crabes D 6 7 8 9 x s CV. %

II 0,007 0,003 0,012 0,009 0,007 0,003 42,56
J-l III *' *' *' * '*'

II 3,54 3,69 3,33 J,41 3,49 0,15 4,51

J+l FI 0,47 0,48 0,34 0,41 0,42 0,06 15,37
F2' 1,78 1,89 1,73 1,79 1,79 0,06 3,74III F3 0,70 0,75 0,66 0,69 0,70 2,91 0,03 5,35
Pr *" *" '*' *" *

II 3,59 3,75 3,44 3,32 3,52 0,18 5,29

J+2 FI 0,49 0,45 0,37 0,40 0,42 0,05 12,65
F2' 1,03 1,1O 0,99 0,86 0,99 0,10 10,18III
F3 l,55 1,77 1,57 1,45 1,58

2,99
0,13 8,48

Pr 0,52 0,47 0,56 0,50 0,51 0,03 7,55

II 1,26 1,42 1,33 1, 19 l,3O 0,09 7,56

J+4 FI 0,42 0,50 0,32 0,40 0,41 0,07 18,03

III
F2' * * * *" *' 0,70
F3 0,28 0,35 0,29 0,24 0,29 0,04 15,68
Pr 0,50 0,49 0,45 0,47 0,47 0,02 4,72



TABLEAU 16 - Suite

Crabes D 6 7 8 9 x s CV. %

II 0,62 0,88 0,77 0,69 0,74 0,1 1 15,09

J+7 FI 0,41 0,50 0,33 0,42 0,40 0,08 20,55

III F2 *" *" *" *" *" 0,40- - - - - -
Pr 0,17 0,23 0,27 0,25 0,23 0,04 18,78

II 0,51 0,47 0,35 0,44 0,44 0,06 15,46

J+15 fI 0,49 0,46 0,35 0,44 0,43 0,06 14,02

III F2 *" *" *" *" *" 0,43- - - - - -
- - - - - -

II ~gPb total/ml plasma
III ~gPb protéique/ml plasma

fraction inexistante
*" non détectable.
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1.3.3. Dosage du plomb.

Les concentrations en plomb, dosées dans le plasma et au niveau des

fractions protéiques, sont indiquées dans le tableau 15 pour les cra

bes C, dans le tableau 16 pour les crabes D.

L'évolution des teneurs moyennes en plomb plasmatique et protéique met

en évidence les faits suivants

- Dès le contact des animaux avec le milieu contaminé, le plasma s'en

richit d'une quantité considérable en plomb dont la majeure partie

est fixée par les protéines. Le rapport Pb protéique/Pb plasmatique,

égal à 83 %dès le premier jour, atteint 99 % au bout du deuxième

jour.

- Le plomb plasmatique atteint à J+2 un maximum qui est d'environ

3,5 ~g/ml, soit cinq fois la teneur dans l'eau de mer contaminée.

Le maximum en plomb protéique se situe au même temps, ce qui signi

fie que la quantité en plomb fixée par les protéines est fonction de

la teneur en métal dans le plasma.

- A partir de J+4, les différences observées dans les résultats entre

les crabes C et D indiquent que les teneurs en plomb plasmatique et

protéique, ainsi que la localisation du métal au niveau des diffé

rentes fractions protéiques, dépendent de la durée de séjour des

animaux dans le milieu contaminé.

- L'ensemble des résultats obtenus par analyse des fractions protéi

ques solubilisées montre

que l'on retrouve du plomb, non seulement au niveau des diffé

rentes bandes protéiques, mais également au niveau du précipité,

• que les concentrations dosées dans les différentes fractions dé

pendent de la bande protéique considérée ainsi que du temps de

séjour des crabes dans l'eau polluée.

- Les courbes de cinétique de fixation du plomb, en fonction du temps

de contamination, mettent en évidence les principales différences :

• Chez les crabes C (figure 12), maintenus quinze jours en con

tact avec le plomb, après leur maximum, les concentrations en

plomb plasmatique diminuent légèrement et tendent à se stabili-



~.•
du précipité

+FI 1

+
fractions

1
des 1

F2 1
1

III 1

tF3

15 (jours)

4

r-labD
..:; 2
..0
Po<

2 4 7

Durée de l'essai

II Plomb protéique dosé
au niveau

FIGURE 12 - Eau de mer à 0,7 mg/l en plomb.
Evolution des teneurs en plomb plasmatique (II) et en plomb protéique (III) des crabes C contaminés
pendant 15 jours.
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FIGURE 13 - Eau de mer à 0,7 mg/l en plomb.
Evolution des teneurs en plomb plasmatique (II) et en plomb protéique (III) des crabes D
contaminés pendant 2 jours.
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ser entre J+2 et J+IS. Dans le même temps, le plomb protéique

réparti dans les bandes l, 2', 3, et dans le précipité est

dosé en majeure partie au niveau de ce dernier. A partir de

J+2 un phénomène intéressant est noté : la totalité du plomb

dosé dans les fractions l, 2' et 3 (protéines qui ont migré)

diminue progressivement à mesure que le plomb dosé dans le pré

cipité augmente dans les mêmes proportions. La chute des te

neurs en plomb protéique avait été observée dans les essais 1

et 2 où cet élément avait été dosé sur la totalité des frac

tions séparées par l'électrophorèse (précipité exclus).

A J+IS les bandes 2 et 3 ayant totalement disparu sur les pro

téinogrammes, il n'existe donc pas de fraction protéique corres

pondante. Le plomb protéique est retrouvé dans la fraction 1 et

en grande proportion dans le précipité.

Chez les crabes D (figure 13), le transfert des animaux dans

l'eau non contaminée, au bout de 48 heures, entraîne une très

nette diminution du plomb plasmatique entre J+2 et J+IS. Ceci

se traduit au niveau du plomb protéique par une diminution des

concentrations en plomb dosées dans les fractions 2',3 et Pro

A J+IS, la bande 3 et le précipité ayant disparu, seules sub

sistent la fràction d'origine et la fraction 2 reconstituée. Le

plomb protéique à J+IS n'est retrouvé que dans la fraction 1.

Le transfert des crabes dans un milieu non contaminé, après deux jours

d'exposition au plomb, fait apparaître des différences remarquables

par rapport aux animaux exposés de façon continue pendant quinze jours.

Ces différences se situent au niveau de la localisation du plomb dans

les différentes fractions protéiques analysées, ainsi que dans la te

neur de l'élément dans ces fractions.

Les teneurs dosées dans les fractions protéiques, données en concentra

tions, ont été exprimées en pourcentage par rapport au plomb protéique

total, ce qui permet de mieux comprendre la répartition de l'élément

dans ces fractions et ainsi de mettre en évidence les différences ap

parues à partir de J+4 entre les crabes C et D (tableau 17).
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TABLEAU 17 - Eau de mer contaminée à 0,7 mg/l en plomb.
Rêpartition du plomb dans les fractions protéiques et dans
le précipité en pourcentage par rapport au plomb protéique
total.

Crabes Lot C - contaminé 15 jours Lot D - contaminé 2 jours

~
Pb PbE B F PbF E B F PbFPonction

p. toto p. toto

--- -- Dépôt --- .-

J-l l * *

mmmJ 2 F2 * mœm 2 F2 *.. 1 FI * .. 1 FI *

- Pr Pr * - Pr F *

J+l 2,99 2,91
r:mms 3 F3 21,07 rama 3 F3 24,05
@@**, 2' F2' 66,56 hMé'M 2' F2' 61,51.. 1 FI 12,37 lIB 1 FI 14,43

- Pr Pr 13,75 - Pr Pr 14,57

J+2 3,49 = 3,50-- 3 F3 45,56 ~ 3 F3 45,14r:zc:;mmI mmmmŒm'S!J
@-.§:-i--:.:j 2' F2' 29,51 Iimlfl 2' F2' 28,29.. 1 • FI Il,17 .. 1 FI 12,00

- Pr Pr 39,02 - Pr Pr 40,17

J+4 3,05 1; 17- 3 F3 29,84 === 3 F3 24,79
~

Hm.....'*"' ==~M4%:J 2' F2' 14,75 @:·.·.*.l 2' F2' *.. 1 FI 13, Il .- 1 FI 35,04

Pr Pr 68,51 - Pr Pr 36,51-
J+7 3,08 0,63

a:=oD 3 F3 20,00 -~m:mmm @;.g@f 2' F2' Ho-.- 1 FI Il,69 III 1 FI 63,49

-- .-- -- Pr Pr 87,78

J+15 - 3,11 - 0,43

- t$t?i1 2 F2 *.. 1 FI 12,22 - 1 FI 100,00

E : Electrophorégramme témoin - B: Bande protéique
F : Frattions protéiques - Pr: précipité
Pbp : Plomb dosé dans les fractions protéiques et dans le précipité

. plomb protéiïue total
Pbp•tot. : Plomb protéique total (pg ml plasma)
* : non détectable.

(%)
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Entre J et J+2.

Lorsque tous les animaux se trouvent dans l'eau contaminée, les pour

centages en plomb dosé dans les fractions l, 2, 2', 3 et le précipité

sont pratiquement égales entre les crabes C et D. Il est possible de

les comparer car la teneur en plomb protéique totale est la même pour

les deux 10 ts •

Le plomb dosé dans la fraction correspond à 12 % du plomb protéi-

que total et reste constant de J à J+2.

- Le plomb dosé dans la fraction 2 diminue au profit de la fraction 3

et du précipité dans les proportions indiquées dans le tableau 18.

TABLEAU 18 - Variation des teneurs en plomb dans les
fractions protéiques 2', 3 et dans le
précipité entre J et J+2.
Le plomb est exprimé en pourcentage par
rapport au plomb protéique total dans
les crabes C et D.

~s F2' % F3 % Pr %
'l' ...mnl'l

J+I 66,56 21,07 *J+2 29;51 45,56 13,75
c.J

(/) Do totale de -37,05 +24,49CIl J à 'J+2 +13,75
,lJ
co 1 1

1-1 +38,24
c.J

J+I 61,55 24,05 *l:l J+2 28,29 45,14 14,57
(/)

CIl
,lJ Do totale deco -33,26 +21 , 09 +14,57

1-1 J à J+2
c.J 1 1

+35,66

Conclusion :

L'étude entre J et J+2 de la variation totale des teneurs dans les

fractions 2', 3 et dans le précipité indique que la quantité en plomb

qui diminue dans la fraction 2' correspond à celle retrouvée dans la

fraction 3 et dans le précipité.
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Entre J+2 et J+15.

- Chez les crabes C qui restent dans l'eau contaminée, les variations

observées entre J et J+2 s'accentuent jusqu'à la disparition totale

des bandes 2' et 3 ; c'est au niveau du précipité que l'on retrouve

la totalité du plomb dosé dans ces deux fractions, entre J+4 et J+7

(tableau 19).

TABLEAU 19 - Variation des teneurs en plomb dans
les fractions protéiques F2', F3 et
dans le précipité, entre J+2 et J+15,
dans les crabes C.

~s F2' % F3 % Pr %Temps

J+4 14,75 29,84 39,06
J+7 - 10,06 68,51
J+15 - - 87,78

t::. totale de -14,75 -29,84 +48,76J+4 à J+15
1 1

-44,59

A J+15, après disparition complète des bandes 2' et 3, on retrouve

dans le précipité 87,78 % du plomb protéique total, pourcentage qui

correspond à la totalité du plomb dosé initialement dans les fractions

2' et 3 (21,07 % + 66,56 % = 87,63 %).

En conclusion aux résultats obtenus chez les crabes C, nous pouvons

dire que les variations observées entre J et J+15, sur les concentra

tions en plomb dans les fractions protéiques 2',3 et dans le précipi

té, sont relatives puisqu'elles se rapportent à une concentration en

plomb protéique totale qui reste constante.

Ces variations résultent d'une différence de répartition du plomb dans

les trois fractions, en fonction du temps de contamination. En défini

tive, elles traduisent la précipitation progressive des protéines de

la bande 2 initiale, après que celle-ci ait fixé une quantité maximale

de plomb au bout de deux jours de contamination des animaux.
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Chez les crabes D, deux jours après le transfert des animaux dans

l'eau non contaminée, on peut déjà constater les différences avec

les crabes C au niveau des teneurs en plomb protéique. Entre J+2

et J+4 les variations des concentrations, dans les fractions 2', 3

et dans le précipité, vont dans le même sens que celui noté chez les

crabes C, dans la même période (diminution du plomb dans F2' et F3,

augmentation dans le précipité), mais la teneur en plomb protéique

total a diminué de 66 % par rapport à J+2.

Le transfert des animaux permet donc une diminution considérable des

teneurs en plomb protéique, variation qui se traduit par une élimina

tion complète de l'élément dans la fraction 2' (bien que la bande 2

reste apparente sur les électrophorégrammes), ainsi qu'une diminution

de 80 % dans le précipité par rapport à J+2.

Entre J+4 et J+I5 la bande 3 et le précipité ayant disparu sur les

électrophorégrammes, alors que ceux-ci présentent une bande 2 identi

que à J-I, les seules fractions protéiques analysées sont donc FI et

F2. Le plomb n'étant pas détectable dans la fraction 2, le plomb pro

téique total est donc égal à la teneur dosée dans la fraction 1 qui

est constante entre J+I et J+15.

A la'suite de cette étude menée sur l'évolutiQn des teneurs en plomb,

dans chaque fraction protéique, les différences observées entre les

crabes C et D peuvent s'expliquer de la manière suivante:

- En ce qui concerne les teneurs en plomb protéique total, celles-ci

dépendent de la teneur en plomb dans le plasma, elle-même fonction

de la concentration en métal dans le milieu. Une augmentation de la

concentration en plomb dans le milieu entraîne un enrichissement du

plasma et une fixation de l'élément au niveau des protéines; une

diminution de cette concentration entraîne une diminution des quan

tités de plomb fixées ainsi que l'élimination de ces quantités hors

du plasma.

- En ce qui concerne la localisation du métal dans les différentes

fractions protéiques,

si le contact des animaux est continu, une fois fixé aux proté

ines, que ce soit au niveau de la bande 1 ou de la bande 2 ini-
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tiales, le plomb y reste lié par la suite

• si les animaux sont transférés en eau non contaminée, le plomb

reste lié aux protéines de la bande 1 mais il est éliminé au

niveau de la bande 2.

L'étude comparative des résultats entre les crabes C et D, sur quinze

jours d'essai, permet de conclure que la présence du plomb dans le

plasma et sa fixation au niveau de la bande 2 sont bien à l'origine

de la précipitation des protéines de cette bande. Chez les crabes

transférés en eau non contaminée, l'aspect normal des électrophoré

grammes à J+15, ainsi que l'élimination complète des quantités de

plomb initialement fixées sur la bande 2, témoignent de l'action du

plomb sur les protéines de cette bande.

1.3.4. Dosage du cuivre.

Le cuivre a été dosé dans tous les échantillons analysés dans cet

essai, plasmas, fractions protéiques (l, 2, 2', 3) et précipité,

aux temps J-I, J+2, J+4, J+7, J+15.

Les résultats obtenus par analyse des fractions protéiques correspon

dent. aux teneurs en cuivre constitutif des protéines plasmatiques.

Il s'agit de déterminer quantitativement la concentration en cuivre

protéique total ainsi que la répartition de l'élément dans les frac

tions 1 et 2 initiales, puis d'étudier l'évolution de ces concentra

tions en fonction du temps de contact des animaux avec le plomb.

Les tableaux 20 et 21 indiquent, pour les crabes C et D, les teneurs

en cuivre dosées dans les fractions protéiques et dans le précipité.

Le tableau 22 donne la concentration en cuivre plasmatique total ainsi

que le pourcentage du métal dans les fractions 1 et 2 ,(F2 étant la som

me de F2', F3 et du précipité).

Les résultats montrent qu'au temps témoin J-I le plasma contient, en

moyenne 75 ~g/ml de cuivre dont la majeure partie, 88 %, est fixée au

niveau des protéines de la bande 1 et les II % restant au niveau de

la bande 2. Notons que le cuivre protéique total (FI + F2) est égal au

cuivre plasmatique, ce qui signifie que la totalité du métal dosé dans



TABLEAU 20 - Eau de mer à 0,7 mg/l en plomb, 15 jours.
Teneurs en cuivre des différentes fractions protéiques
et du précipité.

Crabes C 1 2 3 4 x s CV. %

FI 63 66 70 50 62,25 8,65, 13,90
J-l

F2 8,31 8,03 8,73 6,46 7,88 0,99 12,58

FI 63 66 70 50 62,25. 8,65 13,90

J+2 F2' 2,70 2,65 2,90 2,16 2,60 0,31 12,08
F2 F3 4,00 4,12 4,36 3,26 3,93 7,81 0,47 12,07

Pr l,52 1, 15 1,49 0,99 1,28 0,25 20,30
- . ; 1 ..

FI 63 66 70 50 62,25. 8,65 13,90

\.)+4 F2 ' 1,35 1,39 l,4O 1, 12 1,31 0,13 10,06
F2 F3 2,90 2,85 3,15 2,29 2,79 7,75 0,36 12,90

Pr 3,92 3,65 4,05 3,00 3,65 0,46 12,80

FI 63 65 69 50 61,75 8,22 13,31

J+7 - - - - - -
F2 F3 1,39 1,42 l,56 1,28 1,41 7,85 0, Il 8,18

Pr 6,85 6,57 7,20 5,15 6,44 0,89 13,97

FI 63 66 70 50 62,25 8,65 13,90

J+15 - - - - - -
F2 - - - - - - 7,91

Pr 8,48 7,96 8,81 6,40 7,91 1,06 13,49

FI
F2 '

F2 F3
Pr

~g cuivre protéique/ml plasma.



TABLEAU 21 - Eau de mer à 0,7 mg/l en plomb, 2 jours.
Teneurs en cuivre des différentes fractions protéiques
et du précipité.

- ,
Crabes 0 6 7 8 9 x s CV. %

FI 64 66 73 72 68,75. 4,42 6,49J-l F2 7,97 8,45 9,70 9,45 8,89 8,18 9,21

FI 64 66 73 72 68,75 4,42 6,49

J+2 F2 ' 2,65 2,80 3,29 3,17 2,97

1

0,30 10,17
F2 F3 3,90 4,22 4,87 4,75 4,43 8,80 0,45 10,27·

Pr 1,35 1,39 l ,46 1,42 l,4O 0,04 3,32

FI 64 66 73 72 68,75 4,42 6,49

J+4 F2 ' l,3O l ,42 l ,61 l,50 1,45

1

0,13 9,02
F2 F3 4,25 4,56 5,09 4,92 4,70 8,77 0,37 7,87

Pr 2,37 2,40 2,89 2,85 2,62 0,28 10,72

FI 64 66 73 73 69,00 4,69 6,80

J+7 F2' 7,95 8,39 9,81 9,36 8,87 0,85 9,58
F2 - - - - - - 8,87

Pr *" *" *" *" *"
FI 64 66 73 72 68,75 4,42 6,49

J+15 F2 ' 7,80 8,49 9,62 9,55 8,86 0,87 9,91
F2 - - - - - - 8,86

- - - - - -

FI

00
00

F2 '
F2 F3

Pr

~g cuivre protéique/ml plasma.
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TABLEAU 22 - Eau de mer à 0,7 mg/l en plomb.
Teneurs en cuivre total dans le plasma (PI)et
pourcentage de cuivre dans les fractions pro
téiques FI et F2.

Crabes C. 1 2 3 4 x s CV. %

Pl 72 74 79 57 70,50 9,46 13,42
J-1 FI/Pl 87,50 89,19 88,61 87,72 88,25 0,78 0,88

F2/PI Il,52 10,81 Il,12 Il,32 Il ,19 . 0,30 2,71

Pl 72 74 78 57 70,25 9,17 13,05
J+2 FI/Pl 87,50 88,19 89,74 87,72 88,28 1,01 1, 14

F2/PI Il,38 10,90 11, 16 Il,35 Il,19 0,22 1,97

Pl 72 74 78 57 70,25 9,17 13,05
J+4 FI/Pl 87,50 88,19 88,61 87,72 88,00 . 0,49 0,56

F2/PI Il ,41 10,66 10,96 Il ,19 Il,05 0,32 2,91

Pl 72 74 78 57 70,25 9,17 13,05
J+7 FI/Pl 87,50 87,84 88,46 87,72 88,13 0,40 0,45

F2/PI Il,42 10,75 Il , 17 Il,20 Il , 13 0,27 2,51

Pl 72 74 78 57 70,25 9,17 13,05
J+15 FI/Pl .87,50 88,19 88,61 87,72 88,25 0,78 0,88

F2/PI Il,74 10,70 Il,21 Il,18 11,20 0,42 3,79

Crabes D 6 7 8 9 x s CV. %

Pl 72 75 83 82 78,00 5,35 6,86
J-1 FI/Pl 88,89 88,00 87,95 87,80 88,16 0,49 0,56

F2/PI 10,99 Il,31 Il,69 Il,49 Il,37 0,29 2,55

Pl 72 75 83 82 78,00 5,35 6,86
J+2 FI/Pl 88,89 88,00 87,95 87,80 88,16 0,49 0,56-

F2/PI 10,91 11,25 Il,59 Il,39 11,28 0,28 2,54

Pl 72 75 83 82 78,00 5,35 6,86
J+4 FI/Pl 88,89 88,00 87,95 87,80 88,16 0,49 0,56

F2/PI 10,93 Il,24 11,58 11,31 11,26 0,26 2,37

Pl 73 75 83 82 78,25 4,99 6,38
J+7 FI/Pl 87,87 88,00 88,95 87,89 88,16 0,49 0,56

F2/PI 10,96 Il ,23 Il,84 11,37 11,35 0,36 3,25

Pl 72 75 83 82 78,00 5,35 6,86
J+15 FI/Pl 87,89 88,00 87,95 87,80 88,16 0,49 0,56

F2/PI 10,76 11,36 Il,60 Il,63 11,33 0,40 3,56

Pl ~g cuivre total/ml plasma
FI/Pl et F2/PI %
FI et F2 correspondent aux résultats moyens des tableaux 20 et 4.
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le plasma se situe au niveau des protéines, ce qui confirme les résul

tats de l'essai 1 (§ 1.1.4). Ces valeurs sont relativement homogènes

pour l'ensemble des crabes C et D.

L'évolution de ces teneurs, en fonction du temps de contamination, est

fort intéressante. Les faits les plus remarquables sont les suivants

- entre J et J+15, le cuivre dosé dans la fraction 1 reste constant, que

ce soit chez les crabes C ou les crabes D ;

entre J+2 et J+15, la somme des concentrations en cuivre dosé dans

les fractions 2', 3 et dans le précipité est constante et égale à la

valeur trouvée initialement dans la fraction 2. Les variations obser

vées pour chaque fraction résultent donc d'une répartition différente

d'une même quantité de cuivre protéique initiale, aussi bien pour les

crabes C que pour les crabes D.

Les figures 14 et 15 illustrent l'évolution des teneurs en cuivre dans

les différentes fractions analysées pour les deux lots d'animaux.

Les différences entre le lot C exposé quinze jours et le lot D exposé

deux jours au plomb apparaissent à J+4 et se situent au niveau des te

neurs en cuiv;e dans les fractions 2', 3 et précipité, et au niveau de

la localisation de l'élément dans ces fractions.

Les concentrations en cuivre dans les fractions 2', 3 et précipité,

exprimées en pourcentage par rapport au cuivre protéique total, per

mettent de mettre en évidence ces différences ; les résultats indiqués

dans le tableau 23 complètent les deux observations faites précédem

ment

- le cuivre protéique total est constant entre J-l et J+15 pour la to

talité des crabes,

- le pourcentage de cuivre dans la fraction l, égal à 89 % de la te

neur en cuivre protéique total, reste constant, quel que soit le

temps de contamination,

- le pourcentage de cuivre initial dans la fraction 2 est égal à Il %

du cuivre protéique total. A J+15, ce même pourcentage est retrouvé

dans le précipité chez les crabes C, dans la fraction 2' chez les

crabes D.

Une étude détaillée des résultats entre J+l et J+15 permet de suivre la

répartition des teneurs en cuivre dans chaque fraction.
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TABLEAU 23 - Eau de mer contaminée à 0,7 mg/l en plomb.
Répartition du cuivre dans les fractions protéiques et dans
le précipité en pourcentage par rapport au cuivre protéique
total.

Crabes Lot C - contaminé 15 jours Lot D - contaminé 2 jours

~
Cu CuE B F Cl7 E B F CUF

Ponction p.tot. p. toto

--- .- Dépôt -_.-.

J-l l 70,13 76,64

htM@ 2 F2 Il,24 R:t<::@! 2 F2 Il.60.. 1 FI 88.76 .. 1 FI 89,59

- - -- --

- Pr Pr 1.83 - Pr Pr 1.81

J+2 70.06
~

n,55
a:m!!D

3 F3 5.61 = 3 F3 5,71ro:zmzm:l3 i.g.·.-.-.-••.w>œm::::m
":'$>:,"*':':'" 2' F2' 3,71 I~:::$~*.~":~::I 2 ' F2' 3.83- 1 FI 88.85 .. 1 FI 88,65

- Pr Pr 5.21 - Pr Pr 0.95

J+4 = 70.00 n,52
== 3 F3 3.99 ~ 3 F3 5.12=H-'-'h -'> ••••:.:•••g-_._-••;.,
ki:::g::.:::::::! 2' F2' 1.87 I:·::~:::::::::<:::::I 2' F2' 5,24
III 1 FI 88.93 .. 1 FI 88,69

9.25 - Pr Pr *- Pr Pr

J+7 69,60 n.87c= 3 F3 2,03 -=
~

!*~n-:::I 2' F2' Il.39-- 1 FI 88.72 .. 1 FI 88.61

Pr Il.27 ----- -- Pr

J+15 70.16 76.71- -- Mt@t1 2 F2 Il.55.. 1 FI 88.73 - 1 FI 89,62

Cl7

Cup. toto

Cuivre dosé dans les fractions protéiques et dans le précipité
cuivre protê1que total (%)

Cuivre protéique total (~g/ml plasma).
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- Chez les crabes C, la comparaison des pourcentages en cuivre, dans

les fractions 2', 3 et dans le précipité, entre J+2 et J+7 (tableau

24), montre que la somme des quantités qui ne sont plus détectées

dans les fractions 2' et 3, correspond à la totalité du cuivre dosé

dans le précipité.

TABLEAU 24 - Variation des teneurs en cuivre
exprimées en pourcentage par rapport
au cuivre protéique total, dans les
fractions protéiques F2', F3 et Pr,
entre J+2 et J+7, dans les crabes C.

~s F2'Temps % F3 % Pr %

J+2 3,71 5,61 1,83
J+4 l ,87 3,99 5,21
J+7 - 2,03 9,25

1.1 totale de -3,71 -3 58 +7,42J+2 à J+7 1 ' 1

-7,29

Comme sur les électrophorégrannnes, les bandes 2' et 3 disparaissent

progressivement alors que se forme le précipité et que, dans le même

temps, le cuivre. dans les fractions 2' et 3 diminue proportionnelle

ment à l'augmentation de cet élément dans le précipité, nous pouvons

émettre l'hypothèse que les protéines constituant le précipité provien

nent des bandes 2' et 3.

De plus, le fait que l'on retrouve le même pourcentage en cuivre dans

le précipité, à J+15, que dans la fraction 2 initiale, nous précise

que les protéines du précipité sont issues de la bande 2 qui s'est

décomposée en bandes intermédiaires 2' et 3 entre J et J+7.

Chez les crabes D, deux jours après le transfe~t des animaux en eau

non contaminée, le pourcentage de cuivre augmente dans F2', alors

qu'il diminue dans F3 et dans le précipité. Ce phénomène s'accentue

jusqu'à J+7 ; la somme du~pourcentage en cuivre disparu dans F3 et

dans le précipité correspond au pourcentage du cuivre apparu dans

F2' (tableau 25).
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TABLEAU 25 - Variation des teneurs en cuivre
exprimées en pourcentage par rapport
au cuivre protéique total, dans les
fractions protéiques F2', F3 et Pr,
entre J+2 et J+7, dans les crabes D.

~s F2' % F3 % Pr %Temps

J+2 3,83 5,71 1,81
J+4 5,24 5,12 0,95
J+7 II ,39 *' *'

tJ. totale de +7,56 -5,71 -1 ,81J+2 à J+7 , ,
-7,52

L'ensemble des résultats obtenus par dosage du cuivre mène aUKconclu

sions suivantes :

Quelle que soit la durée de séjour des animaux dans l'eau contaminée

en plomb et, par conséquent, quelles que soient les teneurs en plomb

fixées par les protéines, la concentration en cuivre protéique total

reste constante durant l'essai.

- Chez les crabes contaminés pendant quinze jours, les variations en

cuivre observées dans les fractions 2', 3 et dans le précipité s'ex

pliquent par la décomposition progressive de la bande 2 en bandes

intermédiaires 2' et 3 et par la précipitation des protéines de cet

te bande.

- Chez les crabes remis en eau non contaminée, les variations en cui

vre observées dans ces mêmes fractions s'expliquent par le phénomène

inverse, c'est-à-dire par la reconstitution d'une bande 2 qui s'ac

compagne de la disparition de la bande 3 et du précipité.

- Les résultats obtenus par dosage du cuivre dans les fractions protéi

ques ont permis d'apporter certaines précisions concernant les modi

fications observées dans l'aspect des électrophorégrammes, entre J

et J+15 : apparition des bandes 2', 3 et du précipité, ainsi que la

disparition progressive de la bande 2.
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1.4. ESSAI 4 Eau de mer contaminée à mg/l en plomb.

Comme dans chaque essai, une expérience préalable a été réalisée en

mettant en contact un lot de crabes dans une eau de mer contaminée à

la concentration en plomb étudiée afin d'observer le comportement des

animaux dans ce milieu et de noter leur durée de vie. Ce test, répété

plusieurs fois sur des lots différents, a révélé que la mortalité af

fecte les animaux entre trois et quatre jours d'essai, c'est-à-dire

beaucoup plus vite que dans l'essai 3, lorsque les animaux sont conta

minés avec une concentration en plomb de 0,7 mg/le

L'étude cinétique a donc été faite sur trois jours ; le but de cet

essai était simplement de confirmer les phénomènes généraux observés

dans les autres essais, par le dosage des p~otéines plasmatiques to

tales et celui du plomb plasmatique et protéique.

Les résultats du tableau 26 montrent que

les protéines plasmatiques totales ont une teneur pratiquement cons

tante pendant la durée de l'essai;

l'accumulation du plomb, dans le plasma, et sa fixation au niveau

des protéines, pendant les trois premiers jours de contamination,

suivent une cinétique identique à celle observée dans les essais

précédents (figure 16).

En effet, on retrouve de fortes quantités de plomb dans les plasmas,

dès le premier jour de contact avec le milieu contaminé. La concen

tration plasmatique maximale est d'environ 5 ~g/ml, soit cinq fois

plus que la teneur en plomb dans le milieu contaminé et 396 fois plus

par rapport à celle du plasma initial.

Ce plomb se situe, en majeure partie, au niveau des protéines.

La comparaison des résultats, aux trois temps étudiés, montre, pour

l'ensemble des crabes, une phase d'augmentation des concentrations

pendant les deux premiers jours, suivie d'une phase légèrement décrois

sante.

L'observation des électrophorégrammes (figure 17) montrent les modifi

cations déjà constatées dans les essais précédents :



TABLEAU 26 - Eau de mer à 1 mg/l en plomb.
Teneurs en protéines plasmatiques (1), en plomb dans le plasma (II)
et en plomb au niveau des protéines plasmatiques (III).

~ 1 2 3 4 5 - CV. %x s
Analyse

l 57 56 65 53 61 58,40 4,66 7,98
J-l II 0,007 0,016 0,015 0,009 0,020 0,013 0,004 30,00

III *" *" *" *" *" *" *" *

l 58 56 65 53 61 59,60 4,61 7,73
J+l II 4,28 3,46 1,14 4,30 2,48 3,13 1,34 42,81

III 3,93 2,BO 0,73 3,88 1,96 2,66 1,35 50,91

l 57 56 64 53 61 58,20 4,32 7,42
J+2 II 5,12 5,10 5,30 4,50 5,77 5,15 0,45 8,74

III 4,80 (8,46) 5,10 4,00 4,50 4,60 0,40 8,70

l 57 56 65 53 61 5B,40 4,66 7,98
J+3 II 4,76 5,34 5,43 2,28 4,34 4,43 1,28 28,89

III 4,70 3,83 3,13 l,4O 3,46 3,30 1,21 36,82

l mg/ml plasma II ~gPb total/ml plasma
* non détectable.

III ~gPb protéique/ml plasma
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FIGURE 17 - Contamination des crabes par une eau de
mer à 1 mg/l en plomb pendant 3 jours.
Protéines plasmatiques séparées par
électrophorèse sur acétate de cellulose,
en tampon P04HZH, pH 6,4.
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- apparition, dès le premier jour, d'une nouvelle bande 3, antérieure

à la bande 2 initiale, puis de plusieurs bandes plus fines aux deu

sième et troisième jours ;

- formation d'un précipité.

Remarque Dans chaque essai, l'eau de mer contaminée a été analysée:

- avant introduction des animaux afin de vérifier que la

teneur initiale en plomb corresponde effectivement à la

teneur étudiée ;

au cours de l'essai de contamination pour essayer de

mettre en évidence une variation de la teneur en plomb

dans l'eau due à l'absorption de l'élément par les cra

bes.

La différence entre les deux teneurs est trop faible pour pouvoir

être détectée, même dans le cas de la plus forte absorption par les

crabes (essai 4 : contamination par 1 mg/l en plomb).

1.5. CONCLUSION.

Les essais de contamination des crabes par une eau de mer dont la te

neur en plomb varie de 0,01 à 1 mg/l, ont permis de mettre en évidence

une concentration de l'élément dans le plasma, ainsi que sa fixation

au niveau des protéines plasmatiques, suivant des modalités identi

ques pour les quatre teneurs étudiées.

Les concentrations en plomb plasmatique et protéique des animaux con

taminés dépendent de la teneur de l'élément dans le milieu. L'étude

cinétique montre, qu'après deux jours d'augmentation, le plomb plasma

tique se stabilise à la teneur maximale en plomb protéique.

La comparaison des électrophorégrammes a mis à jour un phénomène inté

ressant : l'action du plomb sur les protéines plasmatiques se traduit

par une diminution de leur mobilité électrophorétique ainsi que leur

précipitation. Ces modifications n'affectent qu'une des fractions pro

téiques (fraction 2), alors que le dosage du plomb indique la présence

du métal sur les fractions 1 et 2.
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Les essais 2 et 4 montrent que le transfert des animaux dans une eau

non polluée, après que les protéines aient fixé une quantité maximale

de plomb, permet une décontamination qui se traduit sur la fraction 2

par l'élimination totale du plomb, alors que sur la fraction 1, le

plomb reste fixé de façon irréversible.

La fixation du plomb sur les protéines des fractions 1 et 2 initiales

n'a pas d'effet sur la teneur en cuivre de ces protéines, ni en fonc

tion du temps de contamination des animaux, ni en fonction de la con

centration de l'élément dans l'eau.

2. ACTION DU FER.

2.1. ESSAI 5 Eau de mer contaminée à 0,7 mgll en fer.

Un essai préalable a été effectué sur deux lots de crabes témoins, non

ponctionnés, mis en contact avec une eau contaminée à 0,7 mgll en fer:

le premier lot de façon continue afin-d'observer le comportement des

animaux et de noter leur durée de vie dans le milieu,

- le second lot pendant un temps déterminé avant d'être transféré dans

une eau non contaminée.

Ce test a révélé :

que les animaux perdaient leur vigueur au bout de 24 heures et que

la mortalité a affecté la totalité du premier lot entre 3 et 5 jours,

- que le transfert des animaux dans un milieu non contaminé en fer, dès

que ceux-ci manifestent une diminution de leurs activités physiques

(entre let 4 jours) permettait de prolonger leur durée de vie d'une

quinzaine de jours.

En définitive, l'essai a été réalisé sur deux lots de crabes séjour

nant dans une eau de mer contaminée à 0,7 mgll en fer
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- le premier lot CE) a été transféré dans une eau non contaminée au

bout de deux jours, à titre de comparaison avec l'essai 3 sur l'ac

tion du plomb ;

- le deuxième lot CF) a été transféré au bout de quatre jours afin de

voir si cette opération, menée un jour avant que la mortalité n'in

tervienne, permet une décontamination des animaux au niveau du plasma.

La durée totale de l'essai correspond à la durée de vie maximale des

crabes dans les conditions expérimentales.

Les crabes ont été ponctionnés aux temps J-I, J+I, J+2, J+4, J+7, J+15.

Les analyses effectuées sur les échantillons de plasma et les fractions

solubilisées portent sur

- le dosage des protéines plasmatiques,

- le dosage du fer,

- le dosage du cuivre.

2.1.1. Etude des électrophorégrammes.

La figure 18 représente l'aspect des électrophorégrammes correspo~dant

aux plasmas des crabes E et F.

L'étude de ces électrophorégrammes, entre J-I et J+15, et la comparai

son entre les crabes E et F, mène aux conclusions suivantes:

- la migration des protéines des bandes ] et 2, signalées sur les élec

trophorégrammes des animaux normaux, ne semble pas être modifiée par

leur contact avec l'eau contaminée en fer. Entre J+] et J+]5, l'as

pect de ces bandes ainsi que leur distance de migration ne présentent

pas de modification visible par rapport au temps témoin J-] ;

après le contact des animaux avec le milieu contaminé en fer, les

électrophorégrammes présentent une troisième bande protéique de mo

bilité inférieure à celle de la bande 2 ; l'aspect et la distance de

migration de cette bande restent constants tant que les animaux sé

journent dans le milieu contaminé. Au niveau du dépôt apparaît un

précipité protéique de plus en plus important en fonction du temps

de contamination ;

lorsque les crabes sont remis dans un milieu non pollué en fer,

leurs électrophorégrammes ne présentent plus la bande 3 mais le

précipité reste visible au niveau du dépôt.
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FIGURE 18 - Eau de mer à 0,7 mg/l en fer.
Protéines plasmatiques séparées par électrophorèse sur acétate de

cellulose, en tampon P04H2K, pH 6,4.

CRABES E contaminés pendant 2 jours.

CRABES F contaminés pendant 4 jours.

FI, F2, F2', F3 fractions protéiques.
Pr: précipité.
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2.1.2. Dosage des protéines plasmatiques.

Les protéines ont été dosées sur les échantillons de plasma avant et

après centrifugation de ces derniers à 20000 tours/mn(67000 g), pen

dant 15 minutes, afin de déterminer respectivement la teneur en protéi

nes plasmatiques totales et la teneur en protéines précipitées, dans

lesèànditions opératoires mentionnées au paragraphe r.2.2. ("Action

du Plomb", Essai 2).

Le tableau 27 indique, pour les lots de crabes E et F, les teneurs en

protéines avant et après centrifugation du plasma.

- Les teneurs en protéines totales dans le plasma intact, au temps té

moin (J-I), varient entre 59 et 69 mg/ml, avec une moyenne de 63 mg/ml

pour l'ensemble des crabes. Après centrifugation du plasma, les te

neurs en protéines restent les mêmes, ce qui signifie que le plasma

d'un crabe normal rie contient pas de protéine sous forme précipitée.

- Entre J et J+15, l'évolution de ces teneurs est marquée par des varia

tions qui se traduisent par une augmentation de la concentration en

protéines totales , pendant le séjour des animaux dans le milieu con

taminés, ainsi qu'une d~inution de la concentration en protéines

dans le plasma centrifugé.

La comparaison de ces résultats avec l'aspect des électrophorégrammes

correspondants mène aux conclusions suivantes.

Le contact des animaux avec l'eau contaminée en fer entraîne: ~

- dans les deux jours qui suivent, une augmentation des protéines plas

matiques jusqu'à une teneur maximale qui se maintient si les animaux

restent dans ce milieu et qui diminue jusqu'à la valeur initiale si

les animaux sont transférés en eau non polluée en fer (tableaux 28 et

29). Ces variations de la concentration en protéines totales peuvent

être mises en relation avec l'apparition de la bande 3, lorsque les

an~aux se trouvent en milieu polluée, et la disparition de cette

bande chez les animaux remis en eau non contaminée ;

- une augmentation de la teneur en protéines précipitées jusqu'à une

teneur maximale qui est atteinte au bout de deux jours et qui se main

tient entre deux et quatre jours de contamination des animaux. Le

transfert des crabes en eau non polluée entraîne une diminution par-
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TABLEAU 27 - Eau de mer à 0,7 mg/l en fer.
Teneurs en protéines plasmatiques (mg/ml plasma).

4 6 10 - CV. %Crabes E 1 7 x s

,J-l la 64 69 60 64 59 63,20 3,96 6,27
lb 64 69 60 63 59 63,00 3,93 6,24

J+2 la 66 71 62 66 62 65,40 3,71 5,67
lb 64 67 59 63 59 62,40 3,43 5,50

J+4 la 65 71 61 65 60 64,40 4,33 6,72
lb 6] 66 58 62 57 60,.80 3,56 5,86

J+7 la 65 70 60 64 59 63,60 4,39 6,90
lb 62 68 58 62 57 61,40 4,33 7,05

J+lS la 64 69 60 64 58 63,00 4,24 6,73
lb 62 .67 58 62 56 61,00 4,24 6,95

Crabes F 2 3 5 8 9 x s CV. %

J-l la 59 60 65 69 66 63,80 4,20 6,59
lb 58 60 64 69 66 63,40 4,44 7,00

J+2 la 61 62 68 72 69 66,40 4,72 7 , Il
lb 58 59 66 58 65 63,20 4,43 7,01

J+4 la 61 63 67 72 68 66,20 4,32 6,53
lb 58 60 64 69 65 63,20 4,32 6,84

J+7 la 59 60 64 68 65 63,20 3,70 5,85
lb 57 58 62 65 63 61,00 3,39 5,56

J+lS la 59 59 65 68 65 63,20 4,02 6,36
lb 57 57 63 67 63 61,40 4,33 7,05

Crabes E: contaminés pendant 2 jours
Crabes F: contaminés pendant 4 jours

la Sans centrifugation du plasma
lb : Après centrifugation du plasma.



105

TABLEAU 28 - Eau de mer à 0,7 mg/l en fer, 2 jours.
Evolution de la teneur moyenne en protéines preC1
pitées et de la teneur moyenne en fer fixé sur ces
protéines.

la la-lb
Crabes E Protéines tlla lb Protéines tl(la-lb) (Fe)pr

totales précipi tées

J-l 63,20

]
63,00 * ]+2,20 +3,00

J+2 .95 ,40 62,40 0,05
] 3,00 ]

-1,00 +0,60
J+4 64,40

~
60,80 3,60~ 0,06

-0,80 -1,60
J+7 63,60 ] 61,40 2,20 ] *'-0,60 -0,20
J+15 63,00 61,00 2,00 *'

Variation de
..

J-d à J+2 +2,20 -0,60 +3,00 +0,05
J+2 à J+15 -2,40 -1,40 -1,00 -0,05

Variation -2,00 +2,00totale *' *'

la, lb
(Fe)pr

mg/inl plasma.
Fer dosé au niveau des protéines précipitées (~gFe proté
ique/ml plasma).
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TABLEAU 29 - Eau de mer à 0,7 mg/ml en fer, 4 jours.
Evolution de la teneur moyenne en protéines prec~

pitées et de la teneur moyenne en fer fixé sur ces
protéines.

la la-lb
Crabes F Protéines 6la lb Protéines 6 (la-lb) (Fe)pr

totales précipitées

J-l 63,80 ] 63,40 0,40
,

]+2,60 +3,20

J+2 63,29 3,20 0,06
- 66,40 ]

*' ~ *J+4 63,20 3,00 0,0666,20 ]
-3,00 ~ -0,80

J+7 63,20 ] 61 ,00 2,20

]
0,03

*' -0,40
J+15 63,20 61,40 l,8O *

Variation de
J-I à J+4 +2,40 -0,20 +3,00 +0,06
J+4 à J+15 -3,00 -l,8O -l,2O -0,06

Variation -0,60 -2,00 +1,80
totale *

Mreme légende que le tableau 28.
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tielle de ces teneurs.

Ces variations sont en accord avec l'apparition et l'aspect du prec1

pité protéique sur les électrophorégrammes. Ce précipité qui n'existe

ni dans le plasma ni sur les électrophorégrammes à J-), est visible

sur ces derniers entre J+I et J+15 ; sa coloration, proportionnelle à

la quantité de protéines en présence, est foncée chez les animaux évo

luant en milieu pollué, légèrement plus claire lorsque ceux-ci sont

remis en eau non pollué.

Les résultats du dosage des protéines plasmatiques ont permis d'appor

ter certaines précisions sur l'apparition de la bande 3 et la forma

tion du précipité protéique, à la suite du contact des animaux avec

le milieu contaminé. Le dosage du fer et du cuivre, au niveau des dif

férentes fractions protéiques et du précipité, permettra de confirmer

les hypothèses émises et de mettre en évidence la cinétique de fixa

tion du métal contaminant au niveau des protéines.

2.1.3. Dosage du fer.

Les concentrations en fer dosées dans le plasma, au niveau des diffé

rentes fractions protéiques et du précipité, sont indiquées tableau

30 pour les crabes E et tableau 31 pour les crabes F.

L'évolution de ces concentrations montre que :

- au temps témoin (J-I) le plasma des animaux contient, en moyenne,

2,7 ~g/ml en fer dont la quasi-totalité se trouve liée aux protéi

nes : 90 % au niveau de la bande 1 et le reste au niveau de la bande

2 ;

- le contact des animaux avec le milieu contaminé entraine, pendant

les deux premiers jours, une augmentation des teneurs en fer plas-

matique et protéique jusqu'à une teneur maximale qui est atteinte

au bout de deux jours et qui se maintient chez les crabes F gardés

en milieu pollué pendant quatre jours.

Cette augmentation est réversible si l'on interrompt le séjour des

crabes en milieu contaminé : les teneurs en fer plasmatique et pro

téique reviennent à leur valeur normale au bout de onze à treize

jours dans l'eau non polluée en fer;



TABLEAU 30 - Eau de mer à 0,7 mg/l en fer, 2 jours.
Teneurs en fer dosé dans le plasma (IV) et dans les différentes fractions
protéiques (V).

Crabes E 1 4 6 7 10 if- S CV. %

IV 2,26 2,87 2,57 3,13 2,44 2,65 0,34 13,09

..1-1
1

FI 2,06 2,44 2,32 2,96 2,24 2,40

1
0,34 14,17

V F2 0,10 0,22 0,15 0,07 0,1 1 0,13
2,53

0,05 44,52

IV 3,26 3,79 3,57 4,25 3,23 3,62 0,42 11,60

..1+1
FI 2,15 2,53 2,25 2,83 2,33 2,41 0,26 11, 17
F2' 0,10 . 0,20 0,16 0,07 0,10 0,12 0,05 43,92

V
F3 0,49 0,60 0,55 0,66 0,51 0,56 3,16 0,06 12,33
Pr 0,06 0,07 0,06 0,07 0,06 0,06 0,005 9,13

IV 3,58 4,19 3,82 4,60 3,45 3,92 0,46 II ,98

..1+2
FI 2,27 2,35 2,36 2,90 2,21 2,41 0,27 11,47
F2' 0,33 0,38 0,35 0,42 0,31 0,35 0,04 12,36

V F3 0,55 0,65 0,59 0,71 0,53 0,61 3,42 0,07 12,34
Pr 0,05 0,06 0,05 0,07 0,05 0,05 0,008 17,89

IV 2,92 3,76 3,40 4,17 3,37 3,52 0,46 13,20

..1+4
FI 2,05 2,45 3,00 2,86 3,05 2,68 0,42 15,85
F2' 0,15 0,27 0,23 0,12 0,16 0,18 0,06 33,33

V F3 0,36 0,43 0,41 0,51 0,37 0,41 3,47 0,06 14,59
Pr 0,06 0,03 0,08 0,07 0,09 0,06 0,02 33,33

o
(Xl



TABLEAU 30 - Suite.

-Crabes E 1 4 6 7 10 x s CV. %

IV 2,53 2,95 2,78 3,56 2,54 2,87 0,42 14,73

J+7 FI 2,15 2,39 2,42 2,99 2,35 2,46

1
2,66 0,31 12,60

V F2 0,20 0,31 0,22 0,12 0,15 0,20 0,07 35,00
- - - - - - - - -

Pr *" * *' *" *" *"
IV 2,26 2,87 2,78 3,17 2,48 2,71 0,35 12,92

J+15 FI 2,12 2,41 2,39 2,86 2,20 2,39

1
2,54 0,28 12,02

F2 0,16 0,25 0,17 0,10 0,10 0,15 0,06 41,26
V - - - - - - -

Pr *' *" *' *" *" *"

IV ~gFe total/ml plasma V ~gFe protéique/ml plasma.

FI
F2
F2 '
F3

Pr

*'

Fraction protéique 1 initiale
Fraction protéique 2 initiale
Fraction protéique 2 après contamination
Fraction protéique nouvellement apparue
Précipité
Fraction inexistante
Non détectable.

o
\0



TABLEAU 31 - Eau de mer à 0,7 mg/l en fer, 4 jours.
Teneurs en fer dosé dans le plasma (IV) et dans les différentes fractions
protéiques (V).

Crabes 2 5 8 9 - CV. %F 3 x s

IV 2,48 2,46 3,36 2,87 3,1 1 2,85 0,39 13,78

J-l V
1

FI 2,20 2,26 3,12 2,66 2,83 2,61

1
2,74 0,38 14,86

F2 0,12 0,12 0,16 0,14 0,15 0,13 0,01 13,76

IV 3,12 3,56 4,34 3,60 4,00 3,72 0,46 12,48

J+l FI 2,27 2,33 3,10 2,62 2,79 2,62 0,34 13,03
F2' 0,1 1 0,12 0,15 0,13 0,15 0,13 0,01 13,76V F3 0,48 0,54 0,66 0,55 0,61 0,57 3,37 0,06 12,12
Pr 0,04 0,05 0,03 0,06 0,06 0,05 0,01 20,00

IV 3,49 3,72 4,77 3,78 4, ) ) 3,97 0,49 )2,52

J+2 F) 2, )5 2,20 3,)5 2,53 2,75 2,55 0,4) )6,20
F2' 0,30 0,33 0,42 0,34 0,26 0,33 0,007 15,15V F3 0,53 0,56 0,73 0,58 0,63 0,60 3,54 0,07 13,05
Pr 0,05 0,06 0,07 0,06 0,06 0,06 0,006 ) ) ,67

IV 3,39 3,64 4,65 4,05 3,87 3,92 0,47 )2, )8

J+4 FI 2,15 2,30 3,27 2,55 2,80 2,61 0,44 16,86
F2' 0,30 0,32 0,41 0,36 0,34 0,34 0,04 12,41V F3 0,5) 0,55 0,71 0,61 0,59 0,59 3,60 0,07 ) ) ,86
Pr 0,05 0,05 0,07 0,06 0,06 0,06 0,008 )3,94

o



TABLEAU 31 - sui te.

Crabes F 2 3 5 8 9 x s CV. %

IV 2,93 3,09 3,70 3,21 3,14 3,21 0,29 9,05

,J+7 FI 2,22 2,27 3,20 2,60 2,80 2,61 0,38 14,63

V F2' 0,16 0,16 0,15 0,16 0,15 0,15 2,79 0,005 3,65
- - - - - - -

Pr 0,03 0,03 0,04 0,03 0,03 0,03 0,004 13,33

IV 2,58 2,54 3,56 2,93 3,22 2,96 0,43 14,62

J+15 FI 2,24 2,25 3,16 2,61 2,83 2,61 0,39 15,05

V
F2 0,13 0,15 0,12 0,15 0,15 0,14 2,75 0,01 10,10
- - - - - - -

Pr * * * * * *

Voir légende tableau 30.
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l'augmentation de la teneur en fer protéique est proportionnelle à

celle de la teneur en fer plasmatique, ce qui signifie que les proté

ines fixent les quantités de fer au fur et à mesure que celles-ci

s'accumulent dans le plasma; cependant, cette fixation n'est pas

totale: le rapport Fe protéique/Fe plasmatique, jusqu'à J+2 pour

les crabes E et J+4 pour les crabes F, n'est que de 85 %. Compte

tenu de la précision du dosage du fer, il est possible d'affirmer

qu'au moins 10 % du fer plasmatique ne sont pas fixés au niveau des

protéines plasmatiques, aux temps précédemment cités;

- les quantités de fer nouvellement fixées par les protéines sont re

trouvées au niveau des bandes 2' et 3 et du précipité; aucune fixa

tion n'a été observée au niveau de la bande 1 ;

lorsque les animaux sont transférés dans une eau de mer polluée, la

bande 3 n'étant plus visible sur les électrophorégrammes, il n'existe

donc pas de fraction protéique solubilisée correspondante. La diminu

tion de la teneur en fer protéique, dès J+7, se traduit alors par

• une diminution de la teneur en fer au niveau de la bande 2,

jusqu'à la valeur normale,

la décroissance totale de la teneur en fer au niveau du préci

pité qui reste visible sur les électrophorégrammes.

Les variations des teneurs en fer dans le plasma, au niveau des diffé

rentes fractions protéiques et du précipité, sont illustrées par les

courbes moyennes des figures 19 pour les crabes E, et 20 pour les cra

bes F.

Afin de mettre en évidence la répartition des quantités fixées par les

différentes fractions et par le précipité, les teneurs en fer dosées

dans ces échantillons ont été exprimées en pourcentage par rapport à

la teneur en fer fixée totale.

Les résultats du tableau 32 montrent que :

les protéines plasmatiques sont capables de fixer, au maximum, 0,90

~g Fe/ml plasma, soit 25 à 29 % de leur teneur initiale en fer

dans un premier temps, après un jour de contact des animaux avec le

milieu contaminé, les quantités de fer nouvellement fixées se trou

vent à 90 % au niveau de la bande 3, le reste au niveau du précipité;
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FIGURE 19 - Contamination par une eau de mer à 0,7 mg/l en fer pendant 2 jours.
Evolution des teneurs en fer plasmatique (IV) et en fer protéique (V).
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Fer protéique dosé
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du précipité I
'"' 1 1t1l •a 1 1 F3 1
li) 1 1 IV •t1l + t .L

r-l ·F2 ·P- t
. 1 V ·. + ++ : .

r-l T TEl 1 1- 1 1Cl)
1 1 1 1;1-

1'-' 1 1 1I-l 1 1 1 des fractions 1QI 1 1 1JZ.l

1 11 1
1

, FI
11 1 1

1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1

1 l
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FIGURE 20 - Contamination par eau de mer à 0,7 mg/l en fer pendant 4 jours.
Evolution des teneurs en fer plasmatique (IV) et en fer protéique (V)



Tableau 32 - Eau de mer contaminée à 0,7 mg/l en fer.
Répartition du fer fixé dans les fractions protéiques et
dans le précipité en pourcentage par rapport au fer pro
téique total.

115

Crabes Lo t E - con taminé 2 jours Lot F - contaminé 4 jours

~
Fe Fe

E B F FeF E B F FeF
Pone t iun p. toto p.tot.

._.-. Dépôt -. ---

J-l l 2,53 2,74

fiimJ 2 F2 5,14 ma 2 F2 4,74

BI 1 FI 94,B6 BI 1 FI 95,26

- Pr Pr 1,75 - Pr Pr 1,67

J+2 <= 3 F3 16,37 3~42 3 F3 16,67 3,54
~

Il:;:;::::;:::;:;:1 2' F2' 10,23 1;:;;MbU 2' F2' 9,37
lB 1 FI 70,47 lB 1 FI 72,03

- Pr Pr 1,73 - Pr Pr 1,65

J+4 =-=::1 3 F3 17,58 3,47 ===0 3 F3 16,39 3,60

1:;:;:;:;:;:;:;:;:::;) 2 ' F2' 5,19 Ih:@:::;;;;:! 3 F3 9,44.. 1 FI 77,23 III 1 FI 72,50

- Pr Pr * - Pr Pr 1,08

J+7 2,66 2,79- -
I::::;;~::::;;;;;~;I 2 ' F2' 7,52 I(:::~:::::::::::J 2' F2' 5,38

III 1 FI 92,48 ,., 1 FI 93,55

- Pr Pr * - Pr Pr ~

J+lS 2,54 2,75- -
flii:$:i:;::il 2' F2' 5,91 F~;:~t#~t::::3 2' F2' 5,09.. 1 FI 94,09 III 1 FI 94,91

1

E : Electrophorégramme témoin - B: Bande protéique
F : Fractions protéiques - Pr précipité
FeF : Fer dosé dans les fractions protéiques et dans le précipité

fer prote1que total (%)
Fep.tot. : Fer protéique total (~g/ml plasma)
~ : non détectable.
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- dans un second temps, après deux jours de contamination, lorsque les

quantités fixées sont maximales, le fer fixé est également retrouvé

au niveau de la bande 2'. La répartition est alors la suivante:

68,5 %du fer est fixé au niveau de la bande 3,

24,7 % au niveau de la bande

6,7 % au niveau des protéines précipitées.

Cette répartition est la même chez les crabes F, après quatre jours

de contamination ;

- dans un troisième temps, lorsque les crabes sont transférés en eau

non contaminée, les teneurs fixées auparavant diminuent de 100 %,

entre onze et treize jours dans ce milieu.

L'ensemble des résultats obtenus par dosage du fer mène aux conclu

sions suivantes :

- Lorsque les animaux sont en présence d'un milieu contaminé à 0,7

mg/l en fer, leurs protéines plasmatiques sont capables de fixer,

au bout de deux jours, une teneur maximale en fer qui correspond à

25 % de leur ten~ur initiale. Cette fixation est totalement réversi

ble dans un délai de dix jours si les animaux sont transférés dans

une eau non contaminée, après deux à quatre jours de contamination.

- La localisation du fer fixé au niveau des différentes fractions pro

téiques est particulièrement intéressante : lorsque les teneurs en

fer fixé sont maximales, environ 2/3 de l'élément sont fixés sur les

protéines de la bande 3, le reste sur celles de la bande 2' et du

précipité.

- Puisque les teneurs en fer plasmatique et protéique reviennent à leur

valeur initiale lorsque les animaux sont remis en eau non contaminée,

cela signifie :

• qu'il y a relargage total des quantités fixées par les protéi-

nes,

• que les quantités relarguées sont éliminées du plasma.

- De même que la cinétique de fixation du fer au niveau des diffé

rentes fractions protéiques est intéressante, les modalités d'éli

mination des quantités fixées sont également à noter : les protéines

de la bande 2' et du précipité relarguent le fer fixé mais restent
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présentes dans le plasma (bande 2' et précipité visibles sur les élec

trophorégrammes après J+2) , alors que les protéines de la bande 3 sont

entièrement éliminées du plasma avec le fer qu'elles avaient fixé.

2.1.4. Dosage du cuivre.

Le cuivre a été dosé dans tous les échantillons analysés dans cet essai

plasmas et fractions protéiques solubilisées, aux temps J-l, J+l, J+2,

J+4, J+7 et J+15.

Les teneurs en cuivre dosées au niveau des différentes fractions

protéiques et du précipité correspondent au cuivre constitutif des pro

téines plasmatiques.

Il s'agit :

de déterminer quantitativement la concentration en cuivre protéique

total ainsi que la répartition de l'élément dans les bandes] et 2

d'origine,

- d'étudier l'évolution de ces concentrations en fonction du temps de

contact des animaux avec le milieu contaminé en fer.

Les tableaus 33 et 34 indiquent, pour les crabes E et F, les teneurs

en cuivre au n1veau des fractions protéiques l, 2, 2', 3 et du précipi

té.

Le tableau 35 indique lès concentrations en cuivre plasmatique total

ainsi que le pourcentage de l'élément au niveau des protéines.

Les résultats montrent qu'au temps témoin (J-]) le plasma contient, en

moyenne, 67 ~g Cu/ml plasma dont la totalité est liée aux protéines

88 i. au niveau de la bande l, le reste au niveau de la bande 2. Ces

résultats sont relativement homogènes pour l'ensemble des crabes E et F.

L'étude de l'évolution des teneurs en cuivre, au niveau des fractions

protéiques et du précipité, est fort intéressante.

Il en résulte que :

- la teneur en cuivre de la fraction 1 reste constante tout au long de

l'essai;

- celle de la fraction 2, égale à 8 ~g Cu/ml plasma, au temps témoin,

chute à 3 ~g Cu/ml plasma lorsque les crabes séjournent dans le mi-



TABLEAU 33 - Eau de mer à 0,7 mg/l en fer, 2 jours.
Teneurs en cuivre dans les différentes fractions protéiques et dans
le précipité (~g cuivre protéique/ml plasma).

4 6 7 10 - CV. %Crabes E 1 x s

J-l FI 57 59 58 61 58 58,60 l ,51 2,58
F2 8,06 7,63 8,34 8,69 8,35 8,21 0,39 4,82

FI 57 59 58 61 57 58,40 1,67 2,86

J+l F2' 3,39 3,75 4,25 4,36 4,20 3,99 0,40 10,03
F3 *" *" *" *" *" *" 8, 12
Pr 4,59 3,74 4,00 4,25 4,09 4,13 0,31 7,51

FI 57 59 58 61 58 58,60 l ,51 2,58

J+2 F2 ' 2,90 2,55 2,85 3,16 2,95 2,98 0,21 7,29
F3 *" *" *" *" *" *" 7,97
Pr 4,83 4,69 5,07 5,30 5,09 4,99 0,23 4,61

FI 57 59 58 61 58 58,60 l ,51 2,58

J+4 F2' 2,85 2,70 3,18 3,35 3,27 3,07 0,28 9,12
F3 *" *" *" *" *" * 8,00
Pr 4,91 4,78 4,92 5,17 4,89 4,93 0,24 4,87

FI 57 59 58 61 58 58,60 l ,51 2,58

J+7 F2 3,75 3,70 4,00 4,17 4,15 3,95 0,21 6,32
- - - - - - - 8,15

Pr 4,19 3,86 4,25 4,46 4,25 4,20 0,19 4,52

FI 57 59 58 61 58 58,60 l ,51 2,58

J+15 F2 4,10 3,85 4,35 4,44 4,35 4,21 0,24 5,70
- - - - - - - 8,15

Pr 3,90 3,66 4,00 4,17 4,00 . 3,94 0,18 4,57

00



TABLEAU 34 - Eau de mer à 0,7 mg/l en fer, 4 jours.
Teneurs en cuivre dosé dans les différentes fractions protéiques
(~g cuivre protéique/ml plasma).

Crabes F 2 3 5 8 9 x s CV. %

J-l FI 59 58 62 59 61 59,80 1,64 ~,74

F2 7,69 7,96 8,58 7,91 8,63 8,15 0,42 5,2

FI 59 58 62 59 61 59,80 1,64 2,74

J+l F2' 4,35 3,60 4,00 4,72 4,16 4,16 0,41 9,86
F3 * * * * * * 8,09
Pr 3,68 3,82 4,20 3,85 4,10 3,93 0,21 5,34

FI 59 58 62 59 61 59,80 1,64 2,74

J+2 F2' 3,20 3,04 2,70 2,83 2,75 2,90 0,21 7,24
F3 *" *" *" *" *" *" 7,86
Pr 4,56 4,85 5,20 4,90 5,30 4,96 0,29 5,85

FI 59 58 62 59 61 59,80 1,64 . 2,74

J+4 F2' 2,80 2,95 3,35 3,00 3,20 3,06 0,21 6,86
F3 * * * * * * 7,92
Pr 4,60 4,75 5,00 4,80 5,17 4,86 0,22 4,53

FI 59 58 62 59 61 59,80 1,64 2,74

J+7 F2' 3,00 3,41 3,60 3,20 3,65 3,37 0,27 6,01
- - - - - - - 8,01

Pr 4,45 4,54 4,89 4,55 4,77 4,64 0,18 3,88

FI 58 58 61 59 61 59,40 l,51 2,54

J+15 F2 4,30 4,37 4,75 4,50 4,90 4,56 0,25 5,48
- - - - - - - 8,08

Pr 3,32 3,50 3,75 3,36 3,70 3,52 0,19 5,40



TABLEAU 35 - Eau de mer à 0,7 mg/l en fer.
Teneurs en cuivre total dans le plasma (Pl) et pourcentage
de cuivre dans les fractions protéiques FI etF2.

6 7 10 - cv. %Crabes E 1 4 x s

Pl 65 67 66 70 66 66,80 1,92 2,87
J-l FI/Pl 87,69 88,06 87,88 87,14 87,88 87,73 0,35 0,40

F2/PI 12,35 Il,35 12,56 12,40 12,65 12,26 0,52 4,27

Pl 65 67 66 70 66 66,80 1,92 2,87
J+2 FI/Pl 87,62 88,06 87,88 87,14 87,35 87,44 0,42 0,48

F2'/Pl 12,05 10,88 12,1 1 12,04 12,21 Il,85 0,55 4,64
-

Pl 65 67 66 70 66 66,80 1,92 2,87
J+4 FI/Pl 87,69 88,06 87,88 87,14 87,88 87,73 0,35 0,40

F2'/Pl 12,12 11, 12 12,31 12,24 12,41 12,04 0,52 4,36

Pl 65 67 66 70 66 66,80 1,92 2,87
J+7 FI/Pl 87,69 88,06 87,88 87,14 87,88 87,73 0,35 0,40

F2/PI 12,37 Il,32 12,58 12,41 12,63 . 12,26 0,53 4,39

Pl 65 67 66 70 66 66,80 1,92 2,87
J+15 FI/Pl 87,69 88,06 87,88 87,14 87,88 87,73 0,35 0,40

F2/Pl 12,30 Il ,35 12,56 12,40 12,65 12,25 0,52 4,26

N
o



TABLEAU 35 - suite.

Crabes F 2 3 5 8 9 x s CV. %

Pl 66 66 70 67 70 67,80 2,04 3,01
J-l FI/Pl 89,39 87,88 87,57 88,06 87,14 88,00 0,84 0,95

F2/PI Il,58 12,00 12,20 Il ,75 12,30 Il ,96 0,30 0,52

Pl 66 67 70 67 70 68,00 1,87 2,75
J+2 FI/Pl 89,39 86,57 87,57 88,06 87,14 88,00 0,84 0,95

F2'/PI Il,19 Il,69 Il,95 Il,45 12,00 Il,65 0,34 2,93

Pl 66 66 70 67 70 67,80 2,04 3,01
J+4 FI/Pl 89,39 87,88 87,57 87,06 87,14 87,80 0,94 1,07

F2'/PI Il,15 Il ,75 Il,97 Il,52 12,07 Il ,69 0,36 3,16

Pl 66 66 70 67 70 67,80 2,04 3,01
J+7 FI/Pl 89,39 87,88 87,57 87,06 87,14 88,00 0,89 0,95

F2'/PI Il,27 , Il ,89 12,06 11, QI .. 12,15 . Il ,79 0,35 3,04

Pl 66 66 70 67 70 67,80 2,04 3,01
J+15 FI/Pl 89,39 87,88 87,14 88,06 87,14 87,92 0,92 1,05

F2/PI Il,50 12,00 12,20 Il,83 12,27 Il,96 0,30 2,59

Pl
FI/Pl
F2/PI
FI et

pg Cu total/ml plasma
cuivre dans la fraction FI/cuivre plasmatique (%)
cuivre dans la fraction F2/cuivre plasmatique (%)

F2 : correspondent aux résultats des tableaux 33 et 34.

N
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lieu contaminé en fer et réaugmente jusqu'à 4 ~g Cu/ml plasma lorsque

les animaux sont transférés en milieu non pollué en fer

- il n'a pas été détecté de trace de cuivre au niveau des protéines de

la bande 3, quel que soit le temps (J+l, J+2, J+4) où cette bande est

présente sur les é1ectrophorégrammes ;

- par contre, les protéines précipitées contiennent du cuivre ; la te

neur maximale (5 ~g Cu/ml plasma) est atteinte entre deux et quatre

jours de contamination des animaux et diminue jusqu'à 4 ~g Cu/ml

plasma lorsque les animaux sont remis dans une eau non contaminée.

D'après ces premières observations, la teneur en cuivre de la bande 2'

et celle du précipité varient de façon inversement proportionnelle. En

fait, la somme de ces deux teneurs aboutit, pour chaque crabe, à une

valeur égale à la concentration en cuivre de la fraction 2 initiale.

L'augmentation de la teneur en cuivre au niveau du précipité, en fonc

tion du temps de contamination, peut donc s'expliquer par la précipita

tion de quantités croissantes de protéines provenant de la bande 2 ini

tiale, ces dernières gardant leur cuivre constitutif.

Inversement, lorsque les animaux sont transférés en eau non contaminée,

le dosage des protéines plasmatiques (paragraphe 2.1.2.) a montré que

le tàux de protéines précipitées diminue, ce qui est en accord avec la

diminution de la teneur en cuivre au niveau du précipité.

Les variations de la teneur en cuivre de la bande 2' et du précipité

s'expliquent donc par la précipitation d'une partie des protéines de

la bande 2 d'origine.

Si l'on considère que tout au long de l'essai le cuivre de la bande 2

initiale est réparti entre la bande 2' et le précipité, le rapport

(cuivre de la bande 2' + cuivre du précipité/cuivre plasmatique) doit

rester constant et égal à la valeur d'origine, soit 12 i. : c'est ce

que montrent les résultats du tableau 35.

, Le tableau 36 résume l'ensemble de ces observations et indique le pour

centage de cuivre au niveau des fractions protéiques et du précipité

par rapport au cuivre protéique total.



Tableau 36 - Eau de mer contaminée à 0,7 mg/l en fer.
Répartition du cuivre dans les fractions protéiques et dans
le précipité en pourcentage par rapport au cuivre protéique
total.
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Crabes Lot E - contaminé 2 jours Lot F - contaminé 4 jours

:s: Cu CuE B F CUF E B F CUFPonction p. toto p.tot.

-- --- Dépôt -- ---

J-l l 66,81 67,95

mBl 2 F2 12,29 lI'iiII 2 F2 Il,99

III 1 FI 87,71 .. 1 FI 88,01

- Pr Pr 7,50 - Pr Pr 7,33

J+2 r=:::m:a=:a 3 F3 * 66,57
3 F3

67,66-- *'
k::;:::;~<:::::::l 2' F2' 4,48 I::~~w:@ 2' F2' 4,29.. 1 FI 87,73 III 1 FI 88,38

- Pr Pr 7,40 - Pr Pr 7,18.
J+4

~ 3 F3 * 66,60 c:=lD 3 F3 * 67,72

I:;;:::~::~;::::::j 2' F2' 4,91 &~~~@i:::::J 2' F2' 4,52

lB 1 FI 87,89 .. 1 FI 88,30

- Pr Pr 6,29 - Pr Pr 6,84

J+7 66,75 67,81- -
@:::::~;::~::",~:I 2' F2' 5,92 1;::::::::::::;$::::1 2' F2' 4,97.. 1 FI 87,79 III 1 FI 88,20

- Pr Pr 5,90 - Pr 5,22

J+lS 66,75 67,48
-

fj}:~M:;:1 2' F2' 6,31 1~:::;:;::~:;k:1 2' F2' 6,76.. 1 FI 87,79 .. 1 FI 88,03

CUr Cuivre dosé dans les fractions protéiques et dans le précipité (%)
CU1vre prote1que total

Cu t t : Cuivre protéique total (~g/ml plasma).p.o.
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Les résultats du dosage du cuivre font apparaître trois conclusions

majeures :

- la teneur en cuivre des protéines de la bande 1 n'est pas modifiée

par le contact des animaux avec le milieu contaminé en fer

- la bande 3, nouvellement apparue, n'est pas constituée par des cupro

protéines contrairement aux bandes 1 et 2 initiales ;

- les protéines constituant le précipité proviennent de la fraction 2

d'origine dont une partie a précipité à la suite du contact des ani

maux avec le milieu contaminé en fer.

2.2. CONCLUSION.

Cet essai a montré que lorsque les crabes sont mis en contact avec une

eau de mer contaminée à 0,7 mg/l en fer, la teneur en fer dans le plas

ma augmente de 50 i. au bout de deux jours et se maintient à cette va

leur si les an~aux restent dans le milieu contaminé. 85 i. du fer enri

chi par le plasma sont retrouvés au niveau des protéines plasmatiques

qui peuvent fixer une teneur au moins égale à 25 % de leur teneur ini

tiale en fer.

Les quantités fixées sont localisées au niveau de la fraction protéique

2 dont une partie précipite dès le premier jour de contamination, ain

si que sur une nouvelle fraction 3 qui peut être mise en évidence dans

le plasma dès le premier jour également.

Le transfert des animaux, dès le deuxième ou le quatrième jour, dans

une eau non contaminée, permet de prolonger d'une quinzaine de jours la

durée de vie des an~ux. Au niveau du plasma, les effets de cette dé

'contamination se traduisent par l'élimination des quantités de fer fixé

sur la fraction 2 initiale ainsi que la dégradation de la fraction 3 ap

parue après contamination ; par contre, une partie des protéines préci

pitées persiste dans le plasma.

Les teneurs en cuivre constitutif de la fraction 2 ne subissent pas de

variation significative consécutivement à la fixation du fer sur cette

fraction protéique.
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CHAPITRE III

DISCUSSION.

1. TENEURS EN PLOMB, FER, CUIVRE, DOSÉES DANS L'EAU DE MER

ET DANS L~HÉMOLYMPHE AVANT CONTAMINATION.

1.1. DANS L'EAU DE MER.

Les eaux sont au contact avec les autres milieux de l'environnement de

l'homme; on conçoit aisément qu'elles puissent contenir un grand nom

bre d'éléments métalliques à des teneurs,très variées. Il n'est pas

facile de définir des teneurs "normales" moyennes des eaux océaniques

en métaux car le milieu marin se révèle être assez hétérogène et, par

suite, les teneurs locales peuvent varier assez largement sous l'influ~

ence de facteurs tels que la salinité, les vents, les marées et les

courants qui favorisent la diffusion des apports continentaux.

La littérature fournit de nombreuses données relatives à ces teneurs

dans les océans (tableau 37).

A part le molybdène dont la teneur est directement liée à celle du chlo

rure de sodium, les éléments métalliques ont une teneur peu dépendante

de la salinité.

Une explication est que ces éléments sont, pour une grande part, d'ori

gine exogènes, liés à la pollution.

Certains auteurs ont montré que ces teneurs sur les côtes atlantiques
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TABLEAU 37 - Teneurs des eaux océaniques en métaux
lourds en ppb (BITTEL, 1973).

Eléments Teneurs Eléments Teneurs Eléments Teneurs

Ag 0,3 Cu 3 Mn 2

Cd 0,1 Fe 3 Ni 7

Co 0,4 Hg 0,2 Pb 0,03

Cr 0,5 Mo 10 Zn 10

sont actuellement en forte augmentation, notamment en ce qui concerne

des éléments tels le plomb, le cuivre, le fer (AUBERT, 1972 ; AUBERT et

al., 1973 ; MERLINI, 1983).

Les teneurs en plomb et en fer dosées dans les échantillons :

- d'eaù de mer prélevée dans le milieu où évoluent habituellement les

crustacés étudiés,

- d'eau de mer artificielle qui sert de milieu d'expérimentation,

sont proches des valeurs "normales" indiquées par la bibliographie et,

par conséquent, n'indiquent pas de traces de contamination des animaux

antérieures à nos essais.

Il faut cependant remarquer que les eaux qui risquent d'être le plus

polluées, sont celles qui sont situées près des zones de forte pollu

tion où l'activité humaine est grande et le traffic maritime dense:

zones littorales, estuaires, baies.

Ce risque est donc potentiel pour les zones côtières de la Manche et de

l'Atlantique où vit l'espèce étudiée.

1.2. DANS LE PLASMA ET AU NIVEAU DES PROTEINES PLASMATIQUES.

Il est difficile de définir des teneurs "normales" en oligo-éléments

métalliques des organismes aquatiques, c'est-à-dire des teneurs "hors

pollution". En effet, la composition des organismes aquatiques dépend

de nombreux paramètres: composition de l'eau, température, quantité



de la nourriture, taille, âge, sexe, espèce (BITTEL, 1973

1976) •

1.2.1. Le plomb.
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LOCKWOOD,

Les valeurs les plus nombreuses fournies par la littérature portent sur

des éléments physiologiquement importants pour les organismes marins et

peu de valeurs concernent des métaux tels que le plomb pour lequel au

cune expérience, jusqu'ici, n'a pu mettre en évidence ou même faire

soupçonner un rôle biologique déterminant. Etant présent dans l'envi

ronnement, il se peut que ce métal ne soit qu'une impureté fixée par

ces animaux (BITTEL, 1973).

La présence du plomb a été détectée chez de nombreux organismes marins

(BRYAN, 1976) présentant un i~térêt en tant qu'indicateur écologique

ou en tant qu'espèce comestible par l'homme, sans que des symptômes

apparents de toxicité n'aient été observés chez ces organismes.

Chez les crustacés, et particulièrement chez les crabes, peu de résul

tats quantitatifs ont été rapportés jusqu'ici concernant cet élément;

cette lacune peut être, en majeure partie, imputée aux nombreux problè

mes posés par le dosage de ce métal à l'état de traces dans les milieux

biologiques (PINTA et al., 1983).

Chez l'espèce Maaropipus puber, l'analyse du plasma a révélé la présence

constante de cet élément dans l'hémolymphe des animaux: les teneurs do

sées au cours de cette étude, avant contamination, varient de 0,003 à

0,020 ~g/ml. Ceci a également été constaté par PINTA et al. (1978) qui

ont signalé des teneurs de cet ordre dans le sérum de la même espèce.

La présence de ces traces de plomb dans le plasma peut s'expliquer

- soit par un prélèvement direct à partir du milieu ambiant,

soit par l'ingestion d'aliments contenant déjà cet élément.

Il est donc possible que dans l'hémolymphe du crabe à l'état normal,

il existe déjà un phénomène de concentration qui est à l'origine de ces

teneurs, 300 à 3000 fois plus élevées que celles dosées dans l'eau de

mer.

La deuxième éventualité est plausible dans la mesure où la nutrition

.des crabes est constituée essentiellement de phyto et zooplancton
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(CECCALDI, 1976), capables eux~êmes d'accumuler un élément comme le

plomb (GEORGE, 1980 ; TURNER, 1980).

1. 2.2. Le fer.

Le fer est largement distribué dans la nature ; sa présence chez les

animaux est bien établie (COURTOIS et al., 1964 ; UNDERWOOD, 1977) bien

que son rôle chez les organismes marins n'a pas encore été déterminé de

façon précise.

Chez les crabes, les teneurs en métaux de l'hémolymphe aux différents

stades d'intermue ne sont connues que par des valeurs disparates ren

contrées, çà et là, dans la littérature. Aussi, les comparaisons ne

peuvent-elles se faire que pour des résultats concernant la même espèce,

pour des spécimens vivant dans les mêmes lieux et parvenus aux mêmes

stades d'intermue. Les concentrations dosées dans le plasma de

Maaropipus puber, en moyenne 2,5 ~g/ml, confirment les résultats de

PINTA et al. (1978) qui ont détecté des teneurs variant de 2 à 5 ~g/ml

dans le sérum de cette espèce. Ces auteurs attribuent ces variations

aux variations globales accusées par les constituants sériques aux dif

férents stades d'intermue de ces animaux.

Les essais entrepris par les mêmes auteurs pour localiser le fer sur

les fractions protéiques isolées par électrophorèse sur acétate à pH

7,4, ont mis en évidence la présence de ce métal uniquement au niveau

de la fraction 1 correspondant à l'hémocyanine, alors que nos analyses

(essai 5) ont situé 90 %de cet élément au niveau de cette fraction et le

reste sur la fraction 2. Dans l'état actuel des connaissances, il n'est

pas exclu que l'importante fraction antérieure soit constituée par le

groupement de plusieurs fractions de mobilité identique, dans des con

ditions électrophorétiques déterminées (MARTIN et al., 1977). La sépa

ration sur acétate s'effectuant en fonction de la charge électrique des

protéines, le patron électrophorétique varie suivant les conditions ex

périmentales (pH, voltage, temps de migration).

1.2.3. Le cuivre.

La détection du cuivre dans le plasma des crabes et sa localisation au

niveau des protéines plasmatiques, d'après nos analyses, ont permis
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d'apporter certaines précisions aux résultats de nombreux travaux sur

la mise en évidence et le dosage de cet élément dans une protéine spé

cifique de l 'hémolymphe des crustacés : l'hémocyanine (GHIDALIA, 1969

GHIDALIA et al., 1971 ; MARTIN et al., 1979 ; OVERNELL et al., 1979).

Chez certains ordres de mollusques et d'arthropodes, c'est cette pro

téine qui assure la fonction respiratoire en se combinant réversible

ment à l'oxygène.

Les connaissànces actuelles sur cette molécule ne sont que partielles

du fait de la très grande diversité des hémocyanines chez les arthro

podes (BOWEN, 1966 ; TALBOT et WATERMAN, 1960 ; WILLIAMS, 1971).

Notre étude sur la teneur en cuivre des protéines du plasma nous a

amené à nous intéresser à l'hémocyanine essentiellement en tant que

métalloprotéine~

Les résultats de nos dosages qui indiquent une teneur en cuivre plas

matique qui varie de 59 à 81 ~g/ml, concordent avec ceux de PINTA et

al. (1978) qui avaient trouvé, chez la même éspèce, une concentration

variant de 30 à 100 ~g/ml en fonction de l'âge de l'individu. Chez le

crabe Carcinus maenas, MARTIN et al. (1977) signalent une teneur plas

matique totale de 45 ~g/ml chez des spécimens au stade C~ (repos phy

siologique). Quelle que soit l'espèce étudiée, ces auteurs s'accordent

pour indiquer que plus de 98 % du cuivre plasmatique est situé au ni

veau des fractions protéiques.

L'étude de la distribution du cuivre sur ces fractions a mené plusieurs

auteurs à conclùre que tout le cuivre est situé au niveau des fractions

correspondant ,à l'hémocyanine (GHIDALIA et al., 1971 ; MARTIN et al.,

1977) • ~

BUSSELEN (1970) a également utilisé la technique d'électrophorèse sur

support d'acétate pour isoler les protéines de l'hémolymphe de Carainus

maenas ; après localisation du cuivre par l'acidé rubéanique et carac

térisation de l'hémocyanine par son activité peroxydasique, cet auteur

a conclu que sur les trois fractions isolées, une seule contient du

cuivre (la plus antérieure) et correspond à l'hémocyanine. Cet auteur

précise qu'en acétate Cellogel, l'hémocyanine de Carainus maenas ne

migre qu'en une seule zone lorsque le pH varie de 5,4 à 8.
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Il apparaît donc que, dans ces conditions électrophorétiques identi

ques, les hémocyanines d'espèces très proches peuvent présenter une

migration différente. Dans notre cas, si la nature hémocyanique de la

fraction 1 n'est pas mise en doute, par contre la détection du cuivre

dans la fraction 2 nous conduit à émettre l'hypothèse que cette der

nière peut correspondre

soit à un produit de dégradation de l'hémocyanine (molécule en voie

de catabolisme),

soit à une variété de chaîne polypeptidique correspondant à une sous

unité de l'hémocyanine,

- soit à une protéine autre que l'hémocyanine la céruloplasmine en

est un exemple (MANWELL et al., 1963).

La caractérisation biochimique de cette fraction est donc importante

puisqu'elle permettra de savoir si dans l'hémolymphe de Maaropipus

puber il existe ou non une cuproprotéine autre que l'hémocyanine.

2. ACCUMULATION DU PLqMB ET DU FER DANS LE PLASMA.

Les essais de contamination des crabes par une eau de mer expérimenta

lement polluée ont mis en évidence, pour les deux éléments étudiés,

une accumulation du métal dans le plasma.

En ce qui concerne le plomb, les teneurs accumulées dans le plasma

sont directement proportionnelles aux teneurs dans l'eau de mer (figure

21, courbe 1). Ces résultats sont analogues à ceux de PEDEN et al.

(1974) qui ont observé une relation linéaire entre les concentrations

en sulfate de cadmium dosées dans le sérum du crabe Canaer irroratus

contaminé avec une eau contenant 0,05 à 0,5 mg/l de ce métal. BRYAN

(1976) signale le même type de relation concernant le crabe Maia

squinadO expérimentalement contaminé par du chlorure de mercure ou de

l'arseniate.

Cet auteur attribue ce type de relation à une diffusion passive de ces

métaux à travers les branchies de ces crustacés, lorsque ces éléments

se trouvent sous forme ionique soluble dans l'eau de mer. Il apparaît

donc que chez différentes espèces de crabes l'absorption de certains

métaux lourds connus pour leur toxicité (plomb, cadmium, mercure, arse-
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nic) se fait de façon identique.

Les facteurs de concentration (tableau 38) indiquent que nos spécimens

peuvent accumuler jusqu'à 570 fois leur teneur initiale en plomb, avant

qu'une toxicité aigue ne se mani~este (mortalité au bout de trois jours

de contamination).

TABLEAU 38 - Facteurs de concentration du plomb et du fer dans
le plasma des animaux contaminés.

Teneur dans l'eau Teneur dans le plasma Facteur de
contaminée (llg/ml) concentra tion

(llg/ml) Avant _ 1 Après
Contamination

1 0,009 5,15 572

j:Q 0,7 0,004 3,61 400
~
..,;l 0,1 0,005 t ,02 204
~

0,01 0,009 0,185 41

~ 0,7 2,6 3,9 0,5ra..

La comparaison des facteurs de concentration pour les deux éléments à

une même concentration dans l'eau de mer (0,7 mg/l) montre qu'il existe

une différence d'absorption entre ces métaux.

Le plomb qui existe à une teneur de l'ordre d'une dizaine de ng/ml

dans le plasma, peut être enrichi jusqu'à 400 fois, alors que le fer

présent à une teneur moyenne de 2.à 3 llg/ml, ne l'est que de 0,5 fois.

Ces résultats peuvent être comparés avec ceux de GEORGE (1980) qui a

observé chez la moule MytiZu8 un facteur de concentration de 300 pour

le plomb et de 0,7 pour le fer lorsque ces animaux sont contaminés par

une eau contenant 0,5 mg/l de plomb ou de fer, pendant vingt jours.
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De manière générale, les facteurs de concentration signalés dans la

littérature, pour des éléments tels que le plomb, sont largement supé

rieurs à ceux d'éléments indispensables comme le fer (AUBERT et al.,

1973; BITTEL, 1973; BOYDEN, 1981).

Au niveau de l'hémolymphe, cette différence de facteur de concentration

peut s'expliquer par plusieurs raisons:

- L'hémolymphe correspond au milieu intérieur de l'organisme des crus

tacés. Ce milieu est en relation avec l'environnement, principalement

par l'intermédiaire des branchies qui assurent, outre la fonction res

piratoire, le renouvellement de ce milieu intérieur.

BRYAN (1976) a mis en éviaence un taux de concentration du plomb

et de l'argent beaucoup plus faible que celui du fer et du cuivre

au niveau des tissus branchiaux du crabe Maia squinado contaminé par

ces métaux. Ces résultats nous permettent de supposer que les tissus

branchiaux constituent une barrière sélective vis-à-vis des ions métal

liques lorsque la teneur de ces derniers augmente dans le milieu. Ce

processus doit être mis en relation avec le rôle des branchies dans

les mécanismes d'ionorégulation et d'osmorégulation (CHARMANTIER, 1979

SIEBERS et al., 1972 ; THUET, 1975). BRYAN (1976) a montré que les

branchies de Carainus maenas étaient capables d'excréter très active

ment du zinc et du fer préalablement absorbé par le crustacé alors

qu'aucune excrétion par cette voie n'a été observée pour le cadmium. Il

est donc probable que les branchies interviennent dans la régulation

de l'absorption de ces ions métalliques, cette régulation étant moins

efficace pour un élément non physiologique comme le plomb, ce qui ex

pliquerait un taux d'accumulation beaucoup plus élevé pour cet élément

que pour le fer.

- Chez les crustacés décapodes, BRYAN (1976) a montré que la

régulation de certains métaux absorbés peut être assurée par le sys

tème rénal. Ces auteurs ont noté, au niveau de cet organe, un taux

d'excrétion proportionnel au taux d'absorption pour des éléments tels

que le zinc, le cuivre, le magnésium, alors que la concentration en

cadmium et en plomb urinaire est très faible. Ces résultats permet

tent de penser que le système rénal, chez le crabe, est capable d'ex

créter plus activement un élément essentiel comme le fer dès son ab-
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sorption par l'animal, ce qui pourrait expliquer un facteur de concen

tration 800 fois plus élevé en plomb qu'en fer dans le plasma (tableau 38).

Le pouvoir de concentration d'un élément étant dépendant de son méta

bolisme dans l'organisme, ceci pose le problème de l'accumulation de

ces métaux dans d'autres parties de l'animal. La détermination du

plomb et du fer, non seulement au niveau des branchies et des cellules

rénales mais également au niveau de différents tissus et organes tels

que l'exosquelette, l'hépatopancréas et les muscles, permettra d'é

valuer le taux de contamination global du crabe et d'estimer le pou

voir de concentration des protéines plasmatiques par rapport à l'orga

nisme entier.

Les travaux de MARTIN et al. (1976), sur la contamination du crabe

Carainus maenas par le fer 59, ont montré que si la cinétique de con

tamination des tissus suivants : exosquelette, hypoderme, hépatopancréas,

branchies, hémo lymphe , muscles, était identique et reflétait celle du

crabe entier, par contr~ l'accumulation de l'élément est prédominante

au niveau des branchies et de l'exosquelette.

Il est donc probable que les facteurs de concentration déterminés pour

les deux éléments étudiés au niveau du plasma, ne reflètent qu'une fai

ble part de la contamination globale des animaux.

D'autre part, la recherche des effets de ces métaux sur d'autres tissus

ou organes du crabe permettra sans doute d'expliquer la toxicité aigue

qui a été observée chez les animaux contaminés avec du fer. Cette toxi

cité est surprenante dans la mesure où la mortalité se manifeste beau

coup plus rapidement que chez les crabes contaminés avec une même te

neur en plomb.

Dans la littérature peu de renseignements existent sur les conséquen

ces d'un escès d'absorption en fer. Ceci est dû au fait que chez l'hom

me et chez les animaux, la pathologie associée à ce métal découle es

se~tiellement d'une carence nutritionnelle. De plus, jusqu'à présent,

il est reconnu que chez les vertébrés, le fer est un élément bien ré

gulé ; les quantités absorbées en excès sont excrétées par les reins

(BRYAN, 1976).

Cependant, des intoxications accidentelles sont possibles: l'absorp

tion massive par voie digestive de fer sous forme de sulfate ferreux
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(produits ménagers) chez les enfants provoque, à partir d'une dose de

un gramme, des troubles graves qui apparaissent dans un temps de la

tence variant de 30 minutes à 8 heures, et se manifestent par un col

lapsus et un oedème pulmonaire aigü (GOYER et al., 1972). Ceci montre

qu'un oligo-élément indispensable peut se révéler toxique à partir

d'une dose-donnée et sous une certaine forme chimique.

3. FIXATION SUR LES PROTÉINES PLASMATIQUES.

Nos résultats ont montré que 95 % du plomb et 85 % du fer accumulés

dans le plasma se fixent au niveau des protéines plasmatiques. La figu

.. re 21 (courbe II) illustre la relation étroite entre le plomb fixé par

les protéines et le plomb dosé dans le plasma. Ceci rend compte de la

capacité de fixation des métaux par les composés tels que les protéines,.
les acides aminés, les polysaccharides, qui possèdent des groupements

fonctionnels (carboxyles, alcool, phénol, carbonyl, amine primaire,

secondaire ou tertiaire, sulfudryle, thioéther •.. ) pouvant réagir avec

ces métaux (SCHUBERT, 1954 ; WILLIAMS, 1971).

Dans le sang, cette capacité de fixation constitue une forme de protec

tion temporaire contre l'élévation du taux plasmatique des éléments

métalliques pouvant se révéler toxiques sous forme libre.

Chez les crustacés, BRYAN (1976) a montré que si l'on injecte du zinc à

une teneur 30 fois plus élevée que la normale dans le sang de l'écrevis

se (AustPOpotamobius paZZipes), ce métal est entièrement retrouvé au n1

veau des protéines sériques dans les vingt heures qui suivent son intro

duction, puis est éliminé dans l'hépatopancréas par la suite.

Nos résultats indiquent que les phénomènes sont différents chez le crabe

étudié: l'étude cinétique montre que les teneurs fixées par les proté

ines plasmatiques restent constantes dans le temps, sauf dans le cas de

l'essai 1 (contamination par une eau de mer à 0,01 mg/l en plomb) où

nous avons observé une diminution des teneurs dans le plasma et dans

les protéines, après deux jours de contamination. Ceci pourrait signi

fier qu'il existe une régulation de cet élément mais que ce processus

n'a lieu qu'à certaines teneurs en plomb dans l'eau (moins de 0,1 mg/l).
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3.1. LOCALISATION SUR LES FRACTIONS ISOLEES PAR ELECTROPHORESE.

L'étude des électrophorégrammes, en fonction du temps de contamination

des animaux, a mis en évidence des modifications dans le fractionnement

des protéines plasmatiques, aussi bien pour le plomb que pour le" fer.

Ces modifications se traduisent par le formation d'un précipité dans

les deux cas, ainsi que l'apparition de nouvelles fractions 3 possé

dant une mobilité inférieure à celle des fractions initiales.

La localisation du plomb et du fer dans chaque fraction et dans le pré

cipité permet de comparer les modalités de fixation de ces éléments et

d'apporter certaines précisions sur la présence du précipité et des

fractions 3.

En ce qui concerne le plomb, nos résultats ont montré que cet élément

se fixe sur les deux fractions initiales mais à des pourcentages dif

férents : Il % sur la fraction l, 88 % sur la fraction 2. Or, seule

cette dernière subit une altération de sa structure biochimique abou

tissant à sa précipitation ~omplète au bout de quinze jours de conta

mination.

Pour le cas du fer, aucune fixation n'a été observée sur la fraction 1.

C'est au niveau de la fraction 3 que 75 % du fer plasmatique ont été

retrouvés, le reste étant fixé par la fraction 2 qui précipite partiel

lement.

Deux points principaux doivent être soulignés :

- Le fait que seule la fraction 2 précipite alors que les deux autres

fractions fixent également soit du plomb, soit du fer, permet de pen

ser que les modes de liaisons impliqués dans la fixation du plomb par

les protéines des fractions 1 et 2 sont différents ; la même hypo

thèse peut être formulée pour la fixation du fer par les protéines

des fractions 2 et 3'.

Cette hypothèse est d'autant plus pl?usible que les essais de déconta

mination ont montré que le transfert des animaux dans l'eau non conta

minée permet

• une élimination totale du plomb au niveau de la fraction 2 alors que

cet élément reste fixé sur la fraction l,
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• une élünination du fer fixé au niveau de la fraction 2 sans que celle

ci ne soit dégradée, alors que les protéines de la fraction 3 sont

éliminées du plasma avec le fer qu'elles avaient fixé.

Ces résultats montrent qu'au niveau de la fraction hémocyanique, le

plomb est fixé de façon irréversible alors que le plomb et le fer fixés

sur la fraction 2 peuvent être déplacés lorsque la concentration de ces

éléments revient à leur valeur normale dans l'eau. Ceci nous permet de

conclure que les modes de liaison de ces métaux sont différents suivant

leur site de fixation.

L'apparition de la fraction protéique 3, chez les animaux contaminés

par du fer, montre qu'il existe une différence de réponse de ces ani

maux lorsque ceux-ci sont intoxiqués par du plomb ou du fer.

Dans le cas d'une contamination par du fer, le fait que cette pro~éine

apparaisse dans le plasma dès le premier jour, qu'elle fixe 75 % du fer

absorbé, qu'elle soit éliminée du plasma lorsque l'exposition cesse,

est la preuve d'une réponse spécifique de l'organisme du crabe à l'aug

mentation de la teneur en fer dans son environnement. Des travaux ré

cents ont montré, chez certains mollusques et crustacés, l'existence

d'une protéine de faible poids moléculaire (10000), fixatrice de métaux

lourds dont la présence est liée à la teneur de ces métaux dans le mi

lieu (D'AMELIO et al., 1974 NOEL-LAMBOT et al., 1978 ; OLAFSON, 1978

OVERNELL et al., 1971). Cette proétine, appelée métallothionéine du

fait de sa grande richesse en cystéine, est spécifique du transport et

du stockage du cadmium, du zinc et du cuivre, et, de ce fait, considèrée

comme un agent protecteur vis-à-vis de la toxicité de ces métaux lourds.

FISHER (1980) a mis en évidence l'existence d'une telle protéine dans

l'hépatopancréas des crabes Cancer pagurus, Cancer magister et ScyZZa

serrata ; cet auteur a montré que la synthèse de cette protéine pouvait

être induite par contamination de ces anünaux avec du mercure, du cui

vre, du zinc, du cobalt et du fer.

NOEL-LAMBOT et al. (1978) ont montré chez trois espèces de mollusques

que la concentration de cette protéine augmente en réponse à une into

xication expérimentale par du zinc et du fer, et qu'elle décroît lors

que la contamination cesse. Cet auteur a également constaté que chez

les espèces vivant en milieu déjà pollué par ces métaux, ces derniers



140

sont localisés en grande partie au niveau de ces métallothionéines.

Par analogie avec ces résultats, nous pouvons expliquer l'apparition

de la fraction 3 en émettant l'hypothèse que la contamination des

crabes par ~e fer induit la synthèse d'une protéine plasmatique char

gée de la fixation de cet élément. Cette prise en charge du fer corres-

pondrait, dans ce cas, à un mécanisme de transport de ce métal

dans le plasma vers des organes 'de stockage ou de détoxification •

3.2. CONSEQUENCES.

3.2.1. Précipitation des protéines de la fraction 2.

La précipitation des protéines· sériques de Maaropipus puber par plu

sieurs métaux (Pb, Zn, Cu, Fe) avait été observée par PINTA et al.

(1978), lors de leurs essais chimiques, en ajoutant, in vitro, des

quantités variables de ces éléments sur du sérum prélevé.

Or, nous avons constaté que ce phénomène se produit également, in vivo,

dans le plasma des animaux contaminé, bien que la cinétique de précipi

tation soit différente à celle observée in vitro.

La précipitation des protéines par les sels de métaux lourds est une

propriété chimique connue de ces molécules. En effet, lés protéines

en solution et surtout les plus complexes d'entre elles (globulines,

albumines),chez l'homme, sont des substances très instables qui peu

vent être modifiées par des influences diverses. Leur combinaison avec

certains sels métalliques entraîne leur précipitation sous forme de

sels insolubles, dans certaines conditions de pH et de concentration.

Ainsi, les ions Cd, Hg et Pb réagissent avec les carboxyles des proté

ines pour donner des carboxylates insolubles.

In vitro, ces sels de métaux lourds sont utilisés comme déprotéinisants

car leur action s'accompagne d'une dénaturation irréversible des proté

ines, c'est-à-dire d'une désorganisation de leur conformation tridimen

tionnelle, sans que soit rompue la moindre liaison peptidique.

La précipitation de la fraction 2, dans nos essais, peut être attribuée



141

à cette action précipitante des sels de plomb et de fer. De la même fa

çon peut s'expliquer l'apparition des fractions 3 pour le cas de la

contamination par le plomb. Nous avons prouvé, par le dosage du plomb

et du cuivre au niveau de ces fractions, que ces dernières provenaient

de la fraction 2. MARTIN et al. (1977) ont montré dans leur étude élec

trophorétique des protéines de l'hémolymphe de Carainus maenas qu'en

supports sélectifs, les fractions de nature cuproprotéique migrent sous

forme de plusieurs bandes de mobilité distincte. Il est donc vraisem

blable que chez Macropipus puber la fraction 2 soit constituée par la

coalescence de plusieurs protéines ayant des mobilités voisines dans

nos conditions électrophorétiques.

La fixation du plomb, au niveau des carboxyles des protéines de cette

fraction, a pour effet de diminuer la charge négative globale de ces

protéines et, par conséquent, de diminuer leur mobilité. Sur un support

tel qué l'acétate de cellulose où la séparation ne s'effectue qu'en

fonction de la charge électrique, ceci explique l'apparition progres

sive desbandes 3 de mobilité inférieure à celle de la bande 2 d'origine.

En ce qui concerne le plomb,. la précipitation a lieu quelle que soit la

concentration en métal dans le milieu contaminé. D'après la cinétique

de précipitation des protéines, les quantités de protéines précipitées,

à un temps donné, ne dépendent pas de la teneur en plomb fixé. Cela

signifierait que la précipitation a lieu dès qu'une certaine teneur est

atteinte dans le plasma : nos résultats montrent que la teneur en plomb

fixée dans l'essai 1 (contamination par 0,01 mg/l en plomb) est suffi

sante pour provoquer une précipitation de la fraction 2. Cette teneur

étant de 0,025 ~g/ml, confirme les résultats de PINTA et al. (1978) qui

avaient constaté "in vitro" une précipitation dès 0,01 ~g/ml en plomb

fixé.

Pour le cas du fer, la teneur maximale en protéines précipitées est at

teinte dès le premier jour et se maintient par la suite ; la précipita

tion observée pour une teneur en fer fixé égale à 0,05 ~g/ml a égale

ment été constatée lors des essais chimiques par ces mêmes auteurs.
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3.2.2. Teneur en cuivre des fractions protéiques.
:

Le dosage du cuivre, au niveau des différentes fractions protéiques,

n'indique pas de variation significative de la teneur de cet élément.

Ces résultats montrent que l'effet toxique des métaux étudiés, plomb

et fer, ne résultent pas d'une compétition entre ces élément et le

cuivre, soit au niveau du site de fixation de ce dernier, soit au ni

veau de son incorporation dans l'hémocyanine.

Ainsi, la fraction 1 correspondant uniquement à l'hémocyanine est capa

ble de fixer du plomb mais cet élément ne déplace pas le cuivre, ce qui

met en évidence la spécificité de la liaison cuivre-hémocyanine.

Ces résultats peuvent être comparés à ceux de MARTINI et al. (1971) qui

avaient constaté que de faibles concentrations de cadmium et de mercure

ne changent pas la concentration en zinc d-es protéines plasmatiques du

crabe Carainus maenas mais perturbent l'absorption de cet élément.

La recherche de l'effet toxique du plomb et du fer doit donc se pour

suivre en envisageant d'autres aspects de l'action de ces métaux (inter

vention de l'ion ferreux dans des processus d'oxydo-réduction par exem

ple) •

4. EFFETS DE LA DËCONTAMINATION.

Les essais de transfert des animaux dans une eau non contaminée, après

un certain temps de contact avec le plomb et le fer, ont mis en éviden

ce des mécanismes de détoxification au niveau du plasma.

En ce qui concerne le plomb, nos résultats ont montré que la décontami

nation se traduit par l'élünination complète des protéines précipitées

et du plomb fixé sur ces protéines (figure 22). Ceci peut être dû à la

dégradation de ces composés dans le plasma ; au cours du renouvelle

ment ou "turn-over" des protéines, la synthèse de nouvelles molécules

expliquerait la présence, sur les électrophorégrammes, d'une fraction 2,

d'aspect et de mobilité identique à la fraction 2 initiale. Il est peu

probable que cette dernière provienne de la dissolution des protéines
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qui avaient précipité, car la précipitation par les métaux lourds a

pour conséquence une dénaturation irréversible des protéines.

Le fait que le plomb fixé sur la fraction 1 reste toujours détectable

après décontamination des animaux, pourrait résulter d'une différence

de la vitesse de renouvellement des protéines des deux fractions, celle

de la fraction étant plus lente.

Pour le cas du fer, la teneur en fer plasmatique revient à sa valeur

initiale ; il y a également élimination du fer fixé mais une partie du

précipité reste dans le plasma.

La figure 23 montre que les protéines précipitées sont éliminées du

plasma suivant la même cinétique que pour le cas d'une contamination

par le plomb (figure 22). La différence se situe donc au niveau des

teneurs qui sont éliminées ; or, le dosage du cuivre indique que les

protéines précipitées qui restent dans le plasma, contiennent toutes du

cuivre.

Nous pouvons émettre l'hypothèse que l'action du fer se situe au ni

veau de la synthèse de ces cuproprotéines en bloquant cette synthèse,

ce qui empêche le renouvellement de ces molécules, même lorsque les

animaux sont replacés ·dans une eau non contaminée en fer.
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CONCLUSION GENERALE.

Nos essais de contamination, en milieu expérimental, ont permis de met

tre en évidence les effets d'une pollution par des sels de plomb et de

fer au niveau du plasma d'un crabe comestible, l'Etrille.

Nous avons montré que le plasma qui contient normalement quelques ng/ml

de plomb, peut en accumuler, en deux jours, des quantités considérables

ainsi, la contamination de ces animaux par une eau polluée à 10 ng/ml

entraîne une augmentation de la teneur en plomb plasmatique par un fac

teur de 40. Cette accumulation est proportionnelle à la concentration

du métal dans le milieu.

Le fer qui existe à une teneur de plusieurs ~g/ml, n'augmente que de

50 % lorsque les animaux sont contaminés dans une eau contenant de

l'ordre de 1 ~g/ml de cet élément.

Le mise au point d'une méthode fiable et sensible, par association de

l'électrophorèse à l'absorption atomique, a permis de montrer que 95 %

du plomb et 83 % du fer sont retrouvés au niveau des protéines plasma

tiques.

Nous avons"étudié la cinétique de fixation de ces éléments sur ces pro

téines, localisé ces métaux sur les deux fractions protéiques isolées

dans nos conditions électrophorétiques (fraction 1 correspondant à

l'hémocyanine et fraction 2 non encore identifiée) et mis en évidence

les conséquences de cette fixation sur les protéines de ces fractions.
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D'après nos résultats nous pouvons conclure que:

- le plomb et le fer se fixent aux protéines plasmatiques suivant une

même cinétique, en fonction du temps de contamination;

le plomb est fixé aux protéines des deux fractions, sa fixation sur

la fraction hémocyanique est irréversible ;

- le fer est fixé principalement à une protéine dont la synthèse est

consécutive à la contamination des crabes par cet élément

- ces deux métaux ont une action commune qui se traduit par une alté

ration de la structure biochimique des protéines de la fraction 2,

conduisant à leur précipitation dans le plasma. Cet effet peut être

considéré comme caractéristique d'une intoxication des crabes par des

métaux lourds ;

- si les animaux contaminés sont replacés dans une eau saine, les moda

lités de décontamination au niveau du plasma sont les suivantes

• la teneur en fer plasmatique revient à sa valeur normale alors

que celle en plomb reste à un niveau correspondant à 10 % des

quantités accumulées,

• les protéines précipitées sont entièrement dégradées dans le

plasma des animaux contaminés auparavant par le plomb ; elles ne

le sont que partiellement dans le cas du fer

- la recherche d'une interaction entre la fixation de ces métaux et la

teneur en cuivre des protéines semble exclure l'hypothèse d'une, com

pétition entre l'un ou l'autre de ces éléments et le cuivre protéique.

Un prolongement immédiat à ce travail consisterait à approfondir l'ac

tion du fer afin de déterminer si des teneurs contaminantes, inférieures

à celle étudiée, entraîneraient également la synthèse d'une protéine

ferrofixatrice. La caractérisation biochimique et immunochimique de cet

te protéine contribuerait à l'étude du mécanisme d'action de cet élément.

En ce qui concerne l'action du plomb, il serait nécessaire de compléter

l'analyse électrophorétique par l'utilisation d'un support sélectif pou

vant séparer la fraction hémocyanique en différents types de sous-unités,

ce qui permettrait de localiser de façon plus précise le plomb fixé sur

cette fraction.
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Des perspectives plus générales peuvent également être envisagées

- la méthode analytique que nous avons mise au point pourrait être ap

pliquée au dosage des deux métaux étudiés dans les protéines des au

tres parties du crabe : dans les organes susceptibles de stocker ou

de concentrer les métaux lourds (foie, reins, rate ••• ) et dans les

parties comestibles de l'animal (chair) ;

- les essais de contamination pourraient être réalisés, d'une part avec

d'autres métaux contaminants (mercure, cadmium, cuivre, zinc ••• ),

d'autre part avec plusieurs métaux simultanément présents, ce qui

rapprocherait ces essais des conditions de pollutions réelles

enfin, cette étude pourrait être étendue à d'autres espèces de crus

tacés comestibles afin d'établir si les phénomènes observés sont gé

néraux ou propres à certaines d'entre elles.
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