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Résumé

Ce présent travail consiste a étudier 1’effet d’une exposition aigué de Mytilus galloprovincialis
a deux concentrations de pesticide "linuron™ (les concentrations de 50 et 100ug/L), et les
microplastiques "MPS"(les concentrations de 10 et 15ug/L) sur les activités métaboliques,
enzymatiques (catalase, protéase) et les réserves protéiques.

Les résultats montrent une perturbation générale du métabolisme sous I’effet des polluants
"linuron et microplastique" (augmentation des teneurs d’azote ammoniacal, du nitrite et aussi
avec les teneurs en protéine).

L'exposition aux différents types de contaminants de la présente étude a conduit a une induction
significative de I'enzyme de défense catalase entre (61.99 et 88,90 Unité/ml) et ce par rapport
au témoin (40.64U/ml) au 4°™ jour d’exposition.

La catalase et la protéase étaient induites rapidement (Les activités maximales) par I'effet
synergique de pesticide "linuron™ et MPS, une corrélation positive entre 1’activité enzymatique
et les concentrations du pesticide "linuron" et les Microplastiques ont été établie méme en faible
concentration.

Cette étude permet de qualifier la catalase et la protéase comme biomarqueurs de défense
pertinent, sensible, rapide et efficace dans 1’évaluation de 1’état de santé du milieu environnant,
cependant plus d’études doivent étre faites sur les activités métaboliques et les réserves

énergétiques.

Mots clés : Microplastique, Linuron, Mytilus galloprovincialis, Catalase, Protéase.



Abstract

This study aimed to investigate the acute effects of Mytilus galloprovincialis exposure to two
concentrations of the pesticide "linuron"(concentration of 50 and 100ug/L), and microplastics
"MPS" (concentration of 10 and 15ug/L), on metabolic activities, enzymatic activities (catalase,

protease), and protein reserves.

The results show a general perturbation of metabolism under the influence of the pollutants

"Linuron and microplastic” (increased ammonia nitrogen, nitrite, and protein levels).

Exposure to the different types of contaminants in the presente study led to a significat induction
of the defense enzyme catalase between (61.99 and 88.90 U/ml) compared to the control
(40.64U/ml) in the 4th day of exposure.

Catalase and protease were rapidly induced by the synergistic effect of the pesticide "linuron™
and Micoplastic, and a positive correlation was established between enzymatic activity and
concentrations of the pesticide "linuron™ and Microplastics (maximum activities), even at low
concentrations.

This study allows us to qualify catalase and protease as relevant defense biomarkers, sensitive,
rapid, and effective in evaluating the health status of the surrounding environment. However,

more studies are needed on metabolic activities and energy reserves.

Keywords: Microplastic, Linuron, Mytilus galloprovincialis, Catalase, Protease.
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INTRODUCTION

La pollution présente un danger énorme sur les écosystéemes. Elle touche I’air, le sol et
I’eau. La contamination de ces milieux affecte directement la santé de I’homme et d’autres étres

vivants a la fois et provoque ainsi un déséquilibre écologique.

La pollution des écosystemes marins et littoraux est un probleéme environnemental, ces milieux
sont affectés d’une fagon ou d'une autre par le développement technologique des villes, les
rejets agricoles, urbains et industriels qui conduisent a une pollution agressive. Aujourd’hui, les
milieux aquatiques drainent et recueillent la majorité de contamination. A cause de ces rejets,

la mer méditerranée est classée parmi les sept mers les plus menacées (Boudouresque, 1996).

En particulier, les substances chimiques susceptibles de constituer un danger pour la vie
aquatique, les hydrocarbures, les pesticides, les détergents, de divers composés de synthese et
les métaux lourds...etc., (Wingforset al, 2006). En conséquence, ils affectent les organismes

en s’accumulant dans leurs corps ou par leur transfert a travers la chaine alimentaire.

Des programmes de recherche et de surveillance ont été mis en ceuvre permettant de détecter la
présence des contaminants dans le milieu naturel, ainsi que de déterminer la réponse biologique
des étres vivants aquatiques aux polluants (Moore et al, 2004) tel que, le Mussel Watch Projet
aux Etats-Unis (Wade et al, 1998). Ces programmes visent 1’influence des polluants sur des
espéces bio-indicatrices, par des modifications comportementales modifieront leurs capacités a
s’alimenter, a se reproduire et certainement par une surmortalité, qui conduise a des

perturbations au niveau des chaines trophiques.

En effet, les organismes aquatiques en particulier les mollusques bivalves tels que les moules,
sont des modeles d’intérét pour étudier les effets biologiques des polluants. Les bivalves
filtreurs constituent d'excellents bio-accumulateurs car ils sont capables d'accumuler et de
concentrer des niveaux ¢élevés d’¢léments métalliques et de composés organiques présentsdans
leur environnement avec des réponses physiologiques observables. La physiologie des bivalves
est relativement bien étudiée et répondent aux critéres d’espece cible pour des applications de
surveillance. lls ont tendance a s'établir dans des régions ou des espéces moins robustes ne

peuvent pas survivre (Cossa, 1985 ; Lopez-Barea et Pueyo, 1998).
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Selon Alexandre Beaudry (2016), Les bivalves sont des organismes filtreurs largement utilisés
en écotoxicologie afin de mieux comprendre les impacts de 1’activit¢é humaine sur

I’environnement et les risques que cela représente.

Dans cette optique de biomonitoring, le Centre National de la Recherche et du Développement
de la péche de I’Aquaculture CNRDPA, Bou-Ismail développe actuellement un programme de
gestion des ecosystemes aquatiques et de surveillance environnementale et contribuant ainsi

aux recherches des indicateurs de pollution.

Le présent travail consiste a 1’utilisation des mollusques bivalves espéces« Mytilus

galloprovincialis » comme bioindicateur.

Il se veut une étude du biomarqueur catalase, protéine et protéase autant que réponse biologique
a un stress induit par une exposition aigué au pesticide (linuron) et aux microplastiques chez la
mouleméditerranéenne Mytilus galloprovincialis dans un but de s'avoir I'effet de pesticide et

les microplastiques sur les moules.
Ce labeur est structuré en trois chapitres et présenté comme sulit :

Le premier chapitre se veut une synthése bibliographique des notions de pesticides
notamment linuron et les microplastiques, le stress oxydant, les biomarqueurs et les tests
écotoxicologiques.

Le deuxieme chapitre sera consacré au matériel et méthodes utilisé de méme que les
différentes analyses effectuées lors de la réalisation de nos expérimentations.

Le troisiéme chapitre regroupe I’ensemble des résultats obtenus, au cours de nos
expérimentations ainsi que leurs discussions.

La conclusion, on fait une conclusion qui couronne le travail.
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I.1. La pollution marine

1.1.1. Définition

La pollution marine a été définie par la Commission Océanographique Internationale de
I’UNESCO comme étant :

“Uintroduction par I’homme, directement ou indirectement, de substances ou d’énergie dans
[’environnement marin pouvant entrainer des effets déléteres, tels que dommages aux
ressources biologiques, dangers pour la santé humaine, entraves aux activités maritimes, y
compris les pécheries, détérioration des qualités de [’eau de mer pour son utilisation et

réduction des possibilités dans le domaine des loisirs.”
1.1.2. Les sources de la pollution

1.1.2.1. Pollution domestique : C’est une pollution due principalement aux rejets
domestiques (eaux domestiques, eaux collectives de lavage, médicaments périmées fécales
...etc.). Elle est liée aux grandes concentrations urbaines. Les eaux usées des habitations et des
commerces entrainent la pollution urbaine de I’eau. Les polluants urbains sont représentés par
les déchets domestiques, les eaux d’égouts, les restes d’aliments, les déversements d’abattoirs,
les déversements hospitaliers, les lessives, les détergents, les insecticides, les hydrocarbures,
les déchets de la petite industrie et divers produits toxiques dont se débarrassent les habitants
d’une agglomération. Le flot déversé est trés variable en fonction de I’'importance de

I’agglomération et de son activité (Habbar, 2005).

1.1.2.2. Pollution industrielle : Les besoins industriels en eaux sont considérables, ce
qui constitue un volume d’eau résiduaire important. Leur composition est extrémement variable
puisqu’elles sont susceptibles de receler les pertes de tout ce qu’il est possible de fabriquer
(Roquer, 1980).

1.1.2.3. Pollution agricole : Provenant des fermes ou des cultures, elle se caractérise par

des fortes teneurs en sels minéraux (azote, phosphore, potassium) provenant :

- Des engrais.
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Des purins et lisiers (élevage)

La présence de produits chimiques des traitements (Ex. : Pesticides) (Gaujous, 1995)

1.1.3. Les différents contaminants de I’eau de mer

1.1.3.1. Les polluants physico-chimiques

» Lapollution physique : Elle est due a une charge importante des eaux en élements fins

qui demeurent en suspension : particules de charbon et de silice, sable, limons,
provenant d'effluents industriels ou d'eaux issues de chantiers (Aminot et guillaud,
1993).

La pollution chimique

Les matieres organiques sont les principaux polluants des milieux aquatiques. Elles
proviennent des déchets domestiques, de ’agriculture, ou de I’industrie. Certaines
Substances organiques sont facilement biodégradables et peuvent donc étre
décomposées et éliminées graces aux capacités naturelles d’autoépuration des milieux
aquatiques. Les composés azotés contribuent a la pollution organique, suite a la
dégradation de 'urée, et des acides aminés. Ce sont d’abord les formes ammoniacales
qui dominent en milieu désoxygéné ; la fraction d’ammoniaque non dissociée (NH4) est
toxique pour le poisson. Lorsque les eaux sont ré-oxygénées, I’ammoniaque se
transforme en nitrates, avec un stade intermédiaire ; les nitrites (eux-mémes toxiques).
L’oxydation des mati¢res organiques donne de 1’anhydride carbonique et de I’eau, et
celle des composés minéraux de I’azote aboutit a des substances quaternaires. Elle
conduit a une consommation de 1’oxygene de I’eau, renouvelé par I’oxygene de 1’air.
En principe, les matériaux carbonés sont utilisés comme nutriments par les germes
aérobies ; les ions ammonium sont oxydés (par les nitrosomonas) en nitrites, ceux-ci
étant a leur tour oxydés (par les nitrobacters) en nitrates (Rodier et al. 2009). Ainsi, les

impacts de la pollution organique sont tres importants sur les écosystemes aquatiques.

Les métaux : Les éléments métalliques se trouvent dans notre environnement quotidien
sous des formes chimiques trés diverses et en faible concentration. Ils peuvent former
des liaisons métalliques et perdre des electrons pour former des cations avec des

précipités non solubles (Lacoue-Labarthe, 2007). Les principaux métaux lourds sont :
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I’arsenic(As), le cadmium (cd), le chrome (Cr), le mercure(Hg), le nickel(Ni), le
plomb(Pb), le sélénium(Se), et le zinc(Zn). Mais ces éléments sont présents dans tous
les compartiments de I’environnement en quantités faibles. Cependant, d’autres comme
le cuivre, le zinc sont essentiels a la majorité des organismes vivants (Bryan, 1984).
Lorsque ces métaux depassent la quantité normale, ils entrainent la perturbation des

systemes et surtout la pollution des ressources en eau (Thomazeau, 1981).

1.1.3.2. Les polluants microbiologiques

Un grand nombre de microorganismes peut proliférer dans les eaux et les milieux naturels grace
aux conditions favorables que I’homme a créées. Les principaux microorganismes pathogenes
qui se multiplient ou qui sont Transportés dans I’eau provoquent des maladies dangereuses et
méme des effets néfastes Comme : les bactéries pathogénes par exemple Bactéries Legionella
peuvent provoquer la Légionellose (infection pulmonaire). Et méme des maladies hydriques
(origine bactérienne) Tel que : Fievre typhoide et paratyphoide qui sont causés par Salmonella
typhi et Salmonella paratyphoide A, B et C (Belaid et Redjimi., 2013).

Au cours de ces derniéres années, le barrage de Zeralda en Algérie a noté une prolifération de
quelques espéces cyanobactériennes tel que : Planktothrix agardhii, Microcystis wesenbergi et
Chamaesiphon polymorphus. Ces espéces peuvent produire des toxines dans I’eau comme le

macrocystis et d’autres toxines qui ont un effet mortel sur la biodiversité Aquatique (Bidi-AKkli,
2014).

1.1.4 les pesticides dans le milieu marin

1.1.4.1 les pesticides : types et domaines d’application

Les pesticides sont destinés a protéger les plantes cultivées et les récoltes des attaques
d’insectes, d’acariens, de rongeurs champétres et de celles des champignons parasites, et a

détruire les adventices : ce sont les produits « phyto-pharmaceutiques ».

D’un point de vue réglementaire, on distingue les pesticides utilisés principalement pour la
protection des végétaux que 1’on appelle produits phyto-pharmaceutiques (relevant de la
directive 91/414/CE) ou plus communément produits phytosanitaires, des autres dénommes

biocides (définis notamment dans la directive 98/8/CE). Une autre catégorie est constituée par

5
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les produits utilisés comme médicaments vétérinaires ou pour la santé humaine (Devillers et
al, 2005).

Les pesticides comprennent une vaste gamme de produits. Le tableau ci-aprés énumere certains
pesticides courants, leur usage et les produits dans lesquels on les trouve normalement. 1l existe

de nombreux types de pesticides (Tableau 1) :

Tableau 1 : Les différents types de pesticides

Catégorie Usage Exemples
Insecticides Détruisent ou repoussent | . Insectifuges
les insectes, les tiques et
les mites. . Appats pour souris et
blattes

.Poudre ou liquide a
vaporiser pour le jardin

. Produits commerciaux a
vaporiser pour
fermes/vergers

. Shampoing contre les
puces, colliers contre les
puces et les tiques

. Boules-a-mites

Herbicides Détruisent les mauvaises . Herbicides ou
herbes ou les plantes désherbants
indésirables.

. Produits d’entretien du
gazon (engrais et
herbicides)
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. Traitements pour
souches/pour plaies

d’¢élagage

Fongicides

Détruisent les moisissures,
le mildiou et autres
champignons.

. Liquides a vaporiser pour
roses et fleurs

. Produits commerciaux a
vaporiser pour
fermes/vergers

. Grains traités

. Adjuvants de peinture

Rodenticides

Détruisent les rongeurs
tels que les souris et les
rats.

Points d’appats pour
souris et rats

Désinfections

Détruisent les bactéries,
les moisissures et le
mildiou.

. Javellisant

. Ammoniaque

. Détersifs pour cuisine et
salles de bain

. Détersifs pour piscines et
spa

Produits de préservation
du bois

Protégent le bois contre
les insectes et les
champignons.

Bois traité sous pression.
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1.1.4.2. La contamination de I’eau de mer par les pesticides

Le milieu aquatique est le récepteur ultime de nombreux contaminants toxiques d’origine
anthropique. L’agriculture est actuellement a I’origine d’une pollution de I’eau préoccupante
dans beaucoup de pays dont les pays méditerranéens (keddal, 2007). Les pesticides et leurs
résidus sont parmi les composes qui affectent le plus les écosystemes et les organismes
aquatiques (Shahidul et Tanaka, 2004), et qui peuvent entrainer la présence de produits de
transformation dans les écosystemes aquatiques présentant un risque potentiel ou réel similaire

ou plus élevé que le pesticide d’origine.
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Figure 1 : Schéma de transfert des pesticides vers les eaux de surfaces et souterraines en

milieux agricole et urbain (botta et al. 2009, d’aprés burkhardt et al. 2007).

1.1.4.3 Le pesticide «Linuron»
Le Linuron (CoH10C12N202) est une phényl-urée substituée a action herbicide dont le nom et le

numéro CAS sont N-(3, 4-dichlorophényl)- N-méthoxy-N-méthylurée et 41205-21-4,
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respectivement. Le Linuron pur est un solide cristallin incolore dont I’hydrosolubilité est de 81
mg-L-1 a 24 °C et le coefficient de partage du carbone organique (Kco) est de 2,83. Le Linuron
est vendu sous diverses appellations commerciales, dont Afalon et Lorox, et entre dans la

composition du Dulain, un produit formulé qui renferme également du métolachlore. Le

Figure 2 : Structure moléculaire du Linuron (WSSA, 1989).

Linuron est un produit homologué utilisé pour lutter contre diverses mauvaises herbes annuelles
dans les cultures de grande production et les cultures de jardin, comme le mais, les carottes, les
pommes de terre, les arbres fruitiers, le blé, I’avoine et ’orge (Du Pont, 1991 ; Tomlin, 1994).
Les usages homologués non agricoles du Linuron comprennent 1’éradication des dicotylédones,
des mauvaises herbes résistantes a la triazine et des graminées annuelles qui envahissent les

gazons, les plantations brise-vent et les emprises routieres (WSSA, 1989).

e Lacontamination des milieux aquatiques par le Linuron

Les milieux aquatiques peuvent étre contaminés directement, par épandage du produit, ou
indirectement, sous 1’effet de la dérive de brouillards de pulvérisation, de la lixiviation, du
ruissellement pluvial et de phénoménes de dépdt sec ou humide. Les déversements et les
opérations de vidange des réservoirs et de lavage des équipements peuvent entrainer une tres
grave contamination. Compte tenu de I’hydrosolubilité et du Kco moyens du Linuron. Le risque
que ce produit soit lixivié dans le sol et contamine 1’eau souterraine serait préoccupant (McRae,
1991). En 1 mois, 94 % du Linuron pulvérisé sur la surface d’un sol 1 jour apres le semis étaient
disparus par lixiviation, ruissellement et photodégradation (Abraham et coll., 1987). D’autres
études ont toutefois montré que le linuron est rapidement adsorbé dans les sols riches en
matiéres organiques et se dissipe surtout sous 1’effet d’une dégradation microbienne (Grover,

1975 ; Heinonen-Tanski, 1989).
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Le Linuron est absorbé par les racines des plantes et transporté passivement par le xyléme vers
les feuilles, ou il inhibe la photosynthése en perturbant le fonctionnement du photosysteme (le
transport d’électrons dans la photosynthése) (USEPA, 1984). Le Linuron présente
ordinairement une efficacité¢ maximale lorsqu’il est appliqué sur le sol, ’absorption du produit
par les feuilles et sa translocation a partir de celles-ci étant faibles (Bayer et Yamaguchi, 1965).
Le caractére sélectif de la phytotoxicité du Linuron provient des différences qui existent entre
les caractéristiques d’absorption, de translocation et de métabolisation de chaque espéce
veégétale (MAAO, 1989). Les plantes résistantes dégradent ou métabolisent le Linuron par N-
désalkylation, désamination, décarboxylation ou libération de 3,4-dichloroaniline (McEwen et
Stephenson, 1979).

e Propriéetés physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques du Linuron sont présentées dans le tableau 2 ci-dessous.

Tableau 2 : Les propriétés physico-chimiques du Linuron (DG SANCO, 2002)

Valeurs Source
Poids moléculaire [g/mol] 249.1
Hydrosolubilité [mg/L] 52.7apH=5
63.8apH=7
745apH=9
Pression de vapeur [Pa] 5.1.10 3a20°C
Constante de Henry | 2.10 4 DG SANCO, 2002

[Pa.m*/mol]

log du coefficient de partage |3

Octanol-eau (log Kow)

Coefficient de partage carbone | 555 — 987
organique-eau (Koc) [L/kg]

Constante de dissociation (pKa) | Pas d’information disponible.

10
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1.1.5 Les micros plastiques dans le milieu marin

Les microplastiques primaires proviennent des cosmétiques et des usines libérant des pastilles
de résine plastique alors que les microplastiques secondaires sont généreés par les touristes et les
pécheurs, par I'industrie de démantelement des navires et les abrasifs industriels, ainsi que par
les plastiques lessivés provenant de sites de déchets. Les vétements synthétiques sont aussi une
source de microplastiques, puisqu’en un seul lavage 1900 fibres peuvent étre libérées dans les

eaux (Pruter, 1987 ; Andrady, 2011 ; Browne et al, 2011).

Le mécanisme produisant la majorité des microplastiques dans I’environnement marin est
I'altération de déchets plastiques abandonnés par les touristes ou par les engins de péche : 18%
des plastiques marins (polystyrene expansé, bouées, filets) viennent de 1’industrie de la péche
(Derraik, 2002 ; Cole et al, 2011 ; Andrady, 2011).

L’apport des microplastiques au milieu marin se fait majoritairement par les cours d’eau. Il
existe aussi des phénoménes météorologiques tels que les inondations, les crues ou les
ouragans, qui peuvent exacerber ce transfert de débris de la terre a la mer (Barnes et al, 2009 ;
Thompson et al, 2005). Les stations d’épuration des eaux usées peuvent piéger les
macroplastiques mais une grande proportion de microplastiques passent par les systemes de
filtration (Gregory, 1996 ; Browne et al, 2007 ; Moore et al, 2008 ; Fendall & Sewell, 2009).

Des chercheurs optent pour inclure uniquement les plastiques avec une taille supérieure a 1 ou
2 mm pour une identification plus facile (Baztan et al, 2014 ; Do Sul et al, 2009). Arthur
(2009) propose que les microplastiques puissent inclure tous les fragments de moins de 5 mm,
mais certains auteurs considérent les microplastiques comme étant inférieur a 1 mm (Browne
et al, 2010 ; Claessens et al, 2011 ; Van Cauwenbergue et al, 2013). Cette différence dans la
caractérisation des microplastiques est essentielle a souligner du fait de ’utilisation du terme «
microplastique » pour différentes tailles de plastiques. Une classification est proposée pour

différencier les nanoplastiques, microplastiques, mésoplastiques et macroplastiques.

11
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Figure 3 : Proposition de nomenclature des débris plastiques selon la taille (MSFD GES

Technical Subgroup on Marine Litter, 2013).

1.1.5.1 Le mode d’action

Toutefois les particules pourraient étre absorbées au niveau de tube digestif par autre
mécanisme de transport. Deux hypothéses sont émises : I'absorption par endocytose et par
persorption. L'endocytose se ferait par les cellules M des plaques de Peyer, principalement au
niveau de I’iléon. Les microplastiques entre 0,1 et 10 um seraient donc transportés de la lumicre
intestinal vers les tissus le lymphoides du tractus digestif. La persorption consisterait en un
transport paracellulaire, c’est-a-dire l'absorption de particules inférieures a 130 um entre 2
cellules. Cela aurait principalement lieu au niveau des épithéliums unistratifiés et la ou il y a
une faiblesse jonctionnelle entre les cellules. Ensuite, les cellules dendritique phagocyteraient
les particules et les transporteraient vers les vaisseaux lymphatiques et la veine porte. Par
conséquent, il y aurait une distribution possible vers les tissus tels que le foie, les muscles et
I'encéphale. (Wright et Kelly, 2017)

|1. Particle effects I I Endocytosis by M-cell I I Plastics < 10 pm I

Microplastics

0.1>10um M cell

Dendritic g —— 4 gae, Follicle-associated
< /6. / epithelium
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oS =S
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Figure 4 : Endocytose (Wright et Kelly, 2017).
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Figure 5 : Persoption (Wright et Kelly, 2017).

1.1.5.2 Composition, propriétés et utilisations

Le concept de « polymere » étant lié de trés prés a celui de « matiére plastique », certains auteurs
renvoient directement la définition de « matiére plastique » a ce concept (Helmenstine, 2012).
Les matiéres plastiques sont faites de polyméres. Puisque la plupart des matiéres plastiques
sont constituées d’un seul type de polymere (Figure 6), par exemple : le polyéthyléne (PE), le
terme « polymere » est généralement employé par extension pour désigner celles-ci. Un

polymére est un assemblage de plusieurs monomeéres, des molécules de base chimiquement
liées en une macromolécule (Reyne, 1998).

PE PS PP PVC
H l'j /H C“J\‘, H H '\\

£CH—CH, ) 1-6% o< c—C
7~ H \H H n H Cl /n

Figure 6 : Structures moléculaires du PE, du PS et du PP et du PVC (Lower, 2009).
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La polymeérisation (la synthése des polyméres) peut étre réalisée grace a deux procédés
principaux : la polymérisation en chaine et la polymérisation par étapes. Le procédé utilisé pour
la synthese du polymeére influence grandement ses propriétés physiques. Parmi les structures de
polymere courantes, citons le polyéthyléne (PE), le polypropylene (PP), le polystyréne (PS) et
le polychlorure de vinyle (PVC), et les polymeres obtenus par étapes comprennent les nylons,
le polyéthyléne téréphtalate (PET), le polycarbonate (PC) et le polyuréthane (PU). Ces
polyméres constituent la majeure partie des formes les plus courantes de matiére plastique

généralement présentes dans 1’environnement comme contaminants (Sperling, 2006).

Les propriétés physiques d’une matiere plastique, comme sa rigidité, sa souplesse et son
élasticité, dépendent de la distribution des masses moléculaires du polymére et de 1’organisation
des chaines polymeres (Versicolor, 2015). Généralement, les polymeéres de masse moléculaire
élevée ayant une organisation de chaines complexe présentent des liaisons covalentes fortes
entre les chaines et forment un plastique rigide ayant un point de fusion élevé. A 1’opposé, les
polymeres a organisation linéaire et de masse moléculaire faible sont plus souples et ont un
point de fusion faible. En combinant différentes distributions des masses moléculaires,
organisations des chaines polymeres et/ou mélanges de polymeéres, on obtient des matériaux

efficaces adaptés a I’utilisation prévue (Eckert, 2018).

La majorité des produits en plastique sont utilisés dans les secteurs de 1’emballage et de la
construction. Les autres grands secteurs sont ceux de I’automobile, de 1’équipement électrique
et ¢lectronique, des textiles et de I’agriculture. Nous donnons dans le tableau 1 des exemples

d’utilisations de divers polymeres (Sperling, 2006).

Tableau 3 : Certaines applications des polymeéres (Sperling, 2006).

Acronyme | Nom Principales applications
PP Polypropyléne Emballage rigide, semi-rigide et souple
Automobile

Articles ménagers

Isolation électrique

14
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PE

Polyéthylene

Emballage rigide, semi-rigide et souple
Pellicule pour I’agriculture

Articles ménagers

Isolation électrique

Construction

Produits personnels

PS

Polystyréne

Emballage

Mousses

PMMA

Poly (méthacrylate de
méthyle)

Application transparentes pour 1’automobile et la

construction
Dispositifs médicaux

Electronique

PC

Polycarbonate

Application transparentes pour I’automobile et la

construction
Dispositifs médicaux

Electronique

PLA

Polylactide

Emballage rigide, semi-rigide et souple

PET

Polyéthylene téréphtalate

Emballage rigide, semi-rigide et souple

Fibres textiles synthétiques

PVC

Polychlorure

Feuilles et tissus enduits
Construction

Isolation électrique

PTFE

Polytétrafluoroéthyléne

Pieces techniques

Revétements antiadhésifs

15
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1.1.6. Les effets de Linuron et MPs sur la santé humaine

e Linuron : Des expériences ont montré qu’une exposition in utero au Linuron altérait la
différenciation sexuelle de rats males par effet de perturbation endocrinienne (Wolf et
al, 1999), en inhibant la conversion des androgénes en cestrogénes par 1’aromatase
(hirsch et al, 1986).

e Microplastiques : Il a été démontré que les microplastiques peuvent fragiliser la

barriere épithéliale intestinale, par la diminution de la résistance électrique
transépithéliale (i.e. résistance ohmique de la couche cellulaire permettant de
caractériser la perméabilité intestinale) aprés exposition (Carr et al, 2012).
Des études menées parmi les travailleurs du flocage du nylon (fibre) suggerent qu'il
n'existe aucune preuve d'une augmentation du risque de cancer, bien que les travailleurs
aient une prévalence plus élevée d'irritation respiratoire (WHO, 1997). La maladie
pulmonaire interstitielle est une affection liée au travail qui induit de la toux, de la
dyspnée (essoufflement) et une capacité pulmonaire réduite chez les travailleurs
transformant des fibres de para aramide de polyester et/ou de nylon. Les travailleurs
présentent également des symptomes cliniques similaires a ceux de I'alvéolite allergique
(Pimentel et al, 1975).

1.2. La surveillance de la qualité du milieu aquatique

Selon la Directive Cadre Européenne sur I’Eau (DCE) fixe les objectifs et les méthodes pour
atteindre le bon état des eaux. L’évaluation de 1’état des masses d’eau prend en compte
différents parametres (biologiques, chimiques ou quantitatifs. Pour les eaux superficielles, le

bon « état » se définit lorsque 1’état chimique et 1’état écologique d’une masse d'eau sont bons.
1.2.1. La surveillance chimique

L’état chimique est destiné a vérifier le respect des normes de qualité environnementales (NQE)

fixées par des directives européennes pour 41 substances dites “prioritaires” ou "dangereuses"
1.2.2. La surveillance biologiques (biosurveillance)

La biosurveillance est 1’utilisation a tous les niveaux d’organisation biologique (moléculaire,

biochimique, cellulaire, physiologique, tissulaire, morphologique, écologique) d’un organisme
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ou d’un ensemble d’organismes pour prévoir et/ou révéler une altération de 1’environnement et

pour en suivre I’évolution (Jean-Pierre 2002).

La biosurveillance est une méthode d’évaluation environnementale visant a détecter et mesurer
la concentration des polluants ou de leurs métabolites au sein des différents milieux (eau, air
sol) et niveaux de 1’organisation biologique, autrement que par des méthodes physicochimiques

directes et colteuses a grande échelle.

Cette notion appelle celle d’indicateurs d’effet utilisés pour le suivi de 1’état de
I’environnement : biomarqueurs (changements au niveau moléculaire, cellulaire ou tissulaire
d’un individu choisi comme espece sentinelle). Bioindicateurs (suivi des changements,
présence ou absence, et de 1’abondance des individus, souvent des plantes ou des especes
animales ou fongiques considérées comme « bioindicatrices »), biointégrateurs dans le cadre
de suivi d’une communauté d’espéces ou d’un écosystéme (utilisation d’indicateurs
biologiques : présence ou absence d’un cortége d’espéces, abondance « recouvrement,
biomasse », diversité spécifique et indices ecologiques). Elle fait aussi appel a des indicateurs
d’accumulation a toutes les échelles (depuis le niveau moléculaire jusqu’a 1’écosystéme), les

bioaccumulateurs.

1.2.3. Les bioindicateurs

Un bioindicateur (ou bio-indicateur ou indicateur biologique) est un organisme (espece
veégetale, fongique, animale ou bactérienne) ou un groupe d’organismes dont la présence ou
I’état renseigne sur certaines caractéristiques écologiques (c’est-a-dire physico-chimiques,
pédologiques, microclimatiques, biologiques ou fonctionnelle) d’un écosystéme ou sur
I’incidence de modifications naturelles (par exemple, épisode de seécheresse) ou provoquées

(par exemple, pollution chimique) (Argillier et al, 2008).

Un bio-indicateur écologiques de toxicité repose sur le principe de la sélection des organismes

aquatiques résistants aux pollutions au détriment des organismes sensibles (Pascale, N. 2017).

Les bio-indicateurs sont utilisés pour :

e ['étude de I'impact de rejets toxiques sur les organismes aquatiques.
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e Dans les secteurs contaminés, I’application d’un bio-indicateur permet d’évaluer
I’effet réel de la pollution identifiée sur les organismes et de mesurer le niveau de
perturbation de I’écosystéme.

e Suivi de I’état écologique des masses d’eau. (Pascale, N. 2017)

L’utilisation d’un bio-indicateur permet d’estimer la qualité des peuplements aquatiques, toutes
pressions polluantes confondues et de révéler d’éventuelles perturbations a priori non visibles

et sur lesquelles il convient d’agir.

1.2.3.1. Présentation de I’espéce Mytilus galloprovincialis

Mytilus galloprovincialis est une espece de mollusques bivalves, de la famille des Mytilidés.
Cet animal marin, vit fixé aux rochers dans la zone de balancement des marées ou il se nourrit

du plancton qu'il filtre dans I'eau (Lamarck, 1819).

Cette moule vit solidement accrochée aux rochers ou aux objets immergés a marée haute, dans
la partie basse de la zone intertidale et un peu au-dela. Cette espece est trouvée dans toute la
zone méditerranéenne, avec également des populations sur le littoral de I'Afrique du Sud, de la

frontiere namibienne a Port Alfred (Branc et al, 2005).

On en trouve aussi sur le littoral de Californie du Sud et en Japon, ou il s'agit de colonisations
a partir de propagules introduites sous les coques de navires ou via des eaux de ballast
(Hawaiien Shell News, Octobre 1980 ).

La moule de Méditerranée est un organisme filtreur qui en tant que tel joue un réle important
dans le maintien de la qualité de I'eau et de sa limpidité. Comme les moules filtrent beaucoup
d’eau quand elles se nourrissent, elles constituent un formidable outil pour tester la qualité
de I’eau. Les scientifiques peuvent découvrir quels types d’éléments chimiques sont
présents dans 1’habitat de la moule en examinant ce que les moules ingérent dans leurs corps
(Kelly et al, 2007).

Les moules sont constituées d’un corps mou et d’une coquille externe dure en deux parties
appelées valves (figure7). Cette caractéristique leur vaut le nom de bivalves « bi »
signifiant deux. a I’extérieur de la coquille, on peut voir le pied de la moule. Il s’agit d’un
organe musculaire qui aide la moule a se déplacer d’un endroit a I’autre. De grands muscles

appelés adducteurs permettent de garder les valves étroitement fermees (Rainer, 2006)
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Figure 7 : L’espece Mytilus galloprovincialis

» Taxonomie

Régne : Animalia

Embranchement : Mollusca (Mollusgues)

Classe : Lamellibranchia (Lamellibranches, Bivalves)

Sous classe : Pteriomorphia (Ptériomorphes)

Ordre : Mytilida (Mytiloidés)

Famille : Mytilidae (Mytilidés)

Genre : Mytilus

Espéce : Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)

» Morphologie interne

Le corps de I’espéce est mou et forme une masse viscérale globuleuse (Gauroy, 1972), la téte
est réduite, d’ou le nom d’Acéphale recouvert par le manteau. Ce dernier est composé de deux

lobes palléaux, il se prolonge et forme un compartiment rempli d’eau, appelé cavité palléale,
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dans lequel baignent les branchies. Le pied est un organe musculeux situé a la base de la masse

viscérale. 1l peut servir au déplacement chez le jeune.

La fonction des deux tubes nommés les siphons inhalant et exhalant, est aspirer et expulser I’eau
lui autorisant de circuler dans la cavité palléale. Elles ont deux paires de branchies, assurant la
double fonction respiration et nutrition, les branchies sont lamellaires et constituées de filaments

ciliés (figure 8).

Le systeme digestif est composé de la bouche, I’cesophage, I’estomac, la glande digestive,
I’intestin, le rectum et I’anus. L’estomac contient un caecum postérieur long, ou se trouve une
tige cristalline qui tourne sur elle-méme grace a des cils, elle a pour réle de dissociation
physique et digestion enzymatique (Jurd, 2000), la glande digestive est encore appeléee
hépatopancréas car elle joue chez cet invertébré un réle analogue au foie des Vertébrés, elle

assure la digestion et I’absorption des aliments captés par les branchies (Pagliassoti et al, 1994).

Bouche
Palpe labiaux

Muscle du pied
Byssus

Pied
Feuille branchiaux

Glande byssogene

Muscle adducteurs postérieur

Figure 8 : Vue interne de la moule Mytilus galloprovincialis (originale, 2024).
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1.2.4. Les biomarqueurs de stress

Un biomarqueur de stress est défini comme « un changement observable et / ou mesurable au
niveau moléculaire, biochimique cellulaire, physiologique ou comportemental, qui révéle
[’exposition présente ou passée d'un individu a au moins une substance chimique a caractere
polluant » (Lagadic et al, 1997).

D’apres (Sies, 1991), le biomarqueur de stress est défini comme un déséquilibre entre les
oxydants et les antioxydants en faveur des oxydants, conduisant a une perturbation de la

signalisation et du contréle redox et/ou a des dommages moléculaires

L’idée de base est que, dans le systéme métabolique ouvert, un équilibre redox a I’état
d’équilibre est maintenu a un point de consigne donné, ce qui fournit un tonus redox basal, et
qu'un écart par rapport a I’équilibre redox a I’état d’équilibre est considéré comme un stress,

déclenchant une réponse au stress (Sies, 2017).

La réponse des systemes antioxydants des organismes aquatiques aux polluants a été étudiée in
situ (Cossu et al, 1997). Les activités antioxydants sont en général augmentées en présence de
polluants, mais les modifications d’activité peuvent étre transitoires, accompagnées ou non

d’effets de lipoperoxydation.

La lipoperoxydation se mesure fréquemment a 1’aide de la concentration en Malondialdéhyde
(MDA), produit terminal de la dégradation des lipides (Amiard, 2008).

Les bio-indicateurs sont utilisés pour (Figure 9) :

e ['¢tude de 'impact de rejets toxiques sur les organismes aquatiques.

e Dans les secteurs contaminés, I’application d’un bio-indicateur permet d’évaluer I’ effet
réel de la pollution identifiée sur les organismes et de mesurer le niveau de perturbation
de I’écosysteme.

e Suivi de I’état écologique des masses d’eau. (Pascale, N. 2017)

Selon la Directive Cadre européenne donne comme objectif a atteindre le bon état écologique
des masses d’eau. L utilisation d’un bio-indicateur permet d’estimer la qualité des peuplements
aquatiques, toutes pressions polluantes confondues et de révéler d’éventuelles perturbations a

priori non visibles et sur lesquelles il convient d’agir.
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Réponse des
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. biomarqueurs evaluation d'éffet au
Analyses chimiques ggg%ﬁgiﬁ d'effets au niveau niveau des
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présent dans le milieu a exerce un effet toxique ou
pénétré dans 1’organisme non sur une cible critique

Figure 9 : Place des biomarqueurs dans I’évaluation de la contamination de I’environnement

(Lagadic et al, 1997).

1.2.4.1. Le stress oxydant

L’oxygene, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
dommageables dans 1’organisme via la formation de radicaux libres et d’especes oxygénées

activées (EOA).

La chaine respiratoire mitochondriale, dans laquelle les étres aérobies puisent leur énergie, joue
un role capital dans la cellule en couplant 1’oxydation de coenzymes transporteurs d’hydrogéne
ou d’¢électrons avec la phosphorylation de I’ADP (Adenosine DiPhosphate) en ATP (Adenosine
TriPhosphate).
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Les conséquences de cette activité mitochondriale sont doubles et paradoxales. D’une part, la
mitochondrie fournit a la cellule une source d’énergie importante puisque 36 molécules d’ATP
a haut potentiel énergétique sont générées lors de la réduction de 1’oxygene. Par contre, dans
les conditions physiologiques, environ 0,4 a 4 % d’¢lectrons s’échappent, réagissent
directement avec I’oxygeéne dissous dans le cytoplasme et donnent naissance a des EOA. Celles-
ci sont soit des radicaux libres comme 1’anion superoxyde (O:¢-), ou le radical hydroxyle OHe,
soit des molécules comme le peroxyde d’hydrogene (H20: ) ou I’oxygéne singulet ('O2), Dans
cette chimie particuliere, les métaux de transition, comme le Fe2+ et le Cu2+, agissent comme

catalyseurs dans la formation du radical hydroxyle.(Delattre et al, 2005)

La définition de stress oxydant est donc un déséquilibre entre la génération d’espéces oxygénées
activées (EOA) et les défenses antioxydantes de 1’organisme, en faveur des premicres (Haleng

et al, 2007).

1.2.4.2. Activités enzymatiques (enzymes antioxydants)

» Les défenses antioxydantes

Pour se protéger des effets déléteres des EOA, I’organisme dispose d’un ensemble complexe de
défenses antioxydantes (figure 10). On distingue deux sources d’antioxydants : I’une est
apportée par l’alimentation sous forme de fruits et légumes riches en vitamines C, E,
caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique; I’autre est endogéne et se
compose d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase), de protéines
(ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de systémes de réparation des dommages
oxydatifs comme les endonucléases. A cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le
sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydantes (Haleng et al,

2007).
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Figure 10 : Apercu des différentes espéces oxygénées activées (EOA) et des antioxydants

régulateurs de leur production (Haleng et al, 2007).

Une activité enzymatique correspond au calcul de I’effet catalytique d’une enzyme, reposant

sur la quantité de substrat transformée par unité de temps.

Les enzymes antioxydantes les plus connues sont le superoxyde dismutase (SOD), la catalase

(CAT), la glutathion peroxydase (GPx) et la glutarédoxine (GRx). Le réle de ces enzymes est

de transformer les radicaux libres pour qu’ils deviennent inoffensifs. Ces enzymes s’associent

a des éléments comme le zinc, le sélénium, le cuivre ou encore le manganese, qui leur

permettent d’exercer leur activité. C’est ce que 1’on appelle des « cofacteurs » (Limon-

Pacheco, 2009). L’activité d’une enzyme se mesure :
1. Soit par la vitesse de disparition d’un substrat.
2. Soit par la vitesse d’apparition d’un produit.

3. Soit par la vitesse d’utilisation d’un cofacteur.

Par :

» Méthode en point final ou « a deux points »

» Méthodes cinétiques : Colorimétrique, UV.
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1.2.5. Les tests écotoxicologiques
Un test écotoxicologique est un essai expérimental déterminant 1’effet d’un ou de plusieurs
produits sur un groupe d’organismes sélectionnés, dans des conditions bien définies (Keddy et
al, 1994).

La plupart des tests de toxicité apportent une estimation de la dose qui affecte 50% de la

population. On distingue généralement deux types de tests de toxicité :

e Tests de toxicité aigué : réalisés sur une durée trés courte

e Tests de toxicité chronique : réalisés sur une durée relativement longue par rapport au

temps de génération de 1’organisme.
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Chapitre 1l : Matériels et Méthodes

Dans ce chapitre, nous présentons la méthodologie utilisée pour 1’étude de 1a biométrie,

les analyses chimiques et biochimiques.

Notre objectif principal est de rechercher des biomarqueurs en tant que réponse précoce,
susceptibles de fournir une information intégrée sur 1’état de santé des milieux marins. Nous
avons donc étudié la catalase et protéase en tant que réponse biologique chez la moule
méditerranéenne « Mytilus galloprovincialis », suite a une exposition aigué en laboratoire a

différentes concentrations de pesticide « Linuron » et de microplastiques.

Cette étude s’est déroulée sur une période de trois mois, de mars a mai 2024. Les

expérimentations ont été menées au CNRDPA- Bousmail (wilaya de Tipaza).
11.1. Présentation du lieu de stage

Notre étude a été réalisée au Centre National de Recherche et de Développement de la Péche et
de I’Aquaculture (CNRDPA) de Bou Ismail — Tipaza, au sein de la division écosystémes

aquatiques.

Le Centre National de Recherche et de Développement de la Péche et de I’ Aquaculture est
I’unique institution de recherche en Algérie spécialisée dans le domaine de la péche et de
I’aquaculture. Le CNRDPA, établissement public a caractére scientifique et technologique
(EPST) a été créé en 2008 suite a la restructuration du centre national d’études et de
documentation pour la péche et I’aquaculture CNRDPA. Le CNRDPA s’attele a développer des
connaissances scientifiques et des outils d’aide a la décision pour un développement durable
des activités de la péche et de I’aquaculture et ce tout en préservant les ressources naturelles et

I’environnement.

Le CNRDPA est organisé en quatre divisions de recherche :
Division péche : La division péche a pour principale mission 1’évaluation de la
ressource halieutique et sa dynamique, elle est appelée a mettre au point des outils et
des méthodes d’¢tudes d’aide a la gestion de cette ressource. Elle ceuvre aussi pour le
développement des techniques et des technologies des péches.
Division écosystéemes aquatiques : ¢’est une division transversale, qui s’intéresse

particuliérement a la connaissance des écosystemes aquatiques marins et continentaux,
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notamment par 1’étude des interactions milieux — ressources pour une gestion intégrée
et durable de ces milieux aquatiques changeants, mal connus et soumis a de fortes
pressions d’exploitation ou de dégradation.

Division aquaculture : activités aquacoles (continentales et marines). Un programme
qui veille a I’exploitation rationnelle de la ressource et la préservation des milieux
d’élevage.

Division industrie et transformation des produits de la péche et de ’aquaculture :
A pour mission le développement et 1’amélioration des techniques de valorisation des
produits et coproduits de la péche et de I’aquaculture. Elle est également appelée, a

développer et améliorer les aliments artificiels pour les élevages aquacoles.

11.2. Matériels utilisés

11.2.1. Matériels biologiques

- La moule méditerranéenne (Mytilus galloprovincialis).

- Les microalgues pour alimentation (voir annexe 2).

11.2.2. Matériels non biologiques

Pour effectuer I’expérience et les analyses physico-chimiques, biochimiques, nous avons utilisé

des appareilles, des réactifs, et la verrerie (voir annexe 3).
11.3. Préparation expérimentale

Dans le cadre d’une stratégie basée sur I’utilisation des moules comme bioindicateurs du niveau
de pollution par les pesticides et microplastiques, nous avons adopté une approche impliquant

des tests d’écotoxicité a courte durée au laboratoire du CNRDPA.

Les moules Mytilus galloprovincialis (d’une classe de taille [SOmm a 80mm]) sont collectées
au mois de mars 2024 (Filiére Mytilicole du CNRDPA Bou-Ismail).

Une période de deux semaines d’adaptation des moules (acclimatation) sous les normes de

CNRDPA , dans les conditions expérimentales précede les tests d’écotoxicité par les différentes
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types de contaminant. L’ensemble des moules est maintenu dans des conditions

environnementales identiques, et I’emploi des pompes a air assure 1’aération de I’eau des bacs.

Un renouvellement quotidien de I’eau d’¢élevage est effectué durant la période d’adaptation et
le long du cycle expérimental en entier. La nourriture était offerte 2 fois par jour en utilisant
une suspension algale cultivee au niveau de la station expérimentale de pisciculture marine du
CNRDPA.

Afin de minimiser au maximum les autres facteurs pouvant constituer une source de
perturbation ou d’interférence des résultats, une mesure des paramétres hydrologiques
(température, pH, oxygene dissous,salinité) est effectuée chaque jour durant tout le cycle
expérimental avant et aprés le changement d’eau a 1’aide d’un multiparamétres de terrain de

type Hnna (voir annexe).

Figure 11 : Dispositif expérimental (Photo originale 2024).

L’acclimatation est une €tape essentielle dans la mise en place d’une expérimentation, car
elle permet aux organismes de s’adapter aux conditions du laboratoire. Il est généralement
admis qu’une période minimale de deux semaines apres la réception des organismes est

nécessaire pour qu’ils s’adaptent au nouvel environnement du dispositif expérimental.
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I1.4. Les tests écotoxicologiques

11.4.1. Stratégie, démarche et dispositif expérimental

Aprés I’étape d’acclimatation (adaptation) dans des conditions expérimentales semblables,
les moules sont répartis en sept groupes (B1 ; B2 ; B3 ; B4 ; B5 ; B6 ; B7) de tests. La démarche
adaptée étant la suivante (Figure 12) :

Bac B1 : Groupe d’individus Témoins (contrdle) sans contaminants ;

Bacs B2 et B3 : Groupe d’individus contaminés par le pesticide (Linuron) aux
concentrations de 50 et 100pg/L, respectivement ;

Bacs B4 et B5 : Groupe d’individus contaminés par le pesticide adsorbé sur les
particules de microplastiques (MPs+Linuron) aux mémes concentrations précédentes ;
Bacs B6 et B7 : Groupe d’individus exposés aux particules de microplastiques (MPs) a

des concentrations de 10 et 15ug/L (concentrations jugées retrouvée en milieu marin).

aérateurs )

15 ng/L

0 pg/L
10 pg/L

Aquarium 1 Aquarium 2 Aquarium 4 Aquarium 6

témoin linuron MPs+linuron MPs

Figure 12 : Schéma du dispositif expérimental de différents traitements (original 2024).
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A chaque jour du cycle expérimental (Figure 13), les moules sont prélevées (deux individus de
chaque bac) pour faire objet des dosages biochimiques des protéines, et des enzymes
antioxydants ; la catalase et de I’enzyme digestive la protéase.

Cycle expérimentale

2 semaines 04 jours

+ *

Chaque jour: Chaque jour : Chaque jour :

+ mesure des paramétres hydrologiques

* mesure des parametres - o e
(Température, salinité, pH, oxygéne dissous)

* mesure des paramétres hydrologiques

hydrologiques (Température, salinité, pH_ oxygéne
(Température, salinité, pH, * Contamination ( B1: témoin/B2.B3: contaminés dissous)
oxygéne dissous) par linuron / B4;B3: contaminés par _
linuron+MPs / B6,B7: contaminés par MPs) 3 * Le renouvellement d’eau de mer
* Le renouvellement d’eau des concentrations constantes.

de * Alimentation (micros algues)
et « 2 moules de chaque bac sont disséqués

. ) . * Les moules restantes sont disséqué
* Alimentation (micros

algues)

+ Le renouvellement d’ean de mer

+ Alimentation (micros algues)

Cycle d’adaptation Cycle de contamination Cycle de décontamination

Figure 13 : Planning expérimental des tests d’écotoxicité de courte durée. (Originale 2024).

11.4.2. Méthodes et protocoles analytiques
11.4.2.1.Mesure des parametres physicochimiques

Les différents parametres physicochimiques de 1’eau (la température, pH, oxygene dissous,
Salinité) sont suivis quotidiennement, avant et aprés chaque renouvellement de 1’eau des bacs,
au moyen d’un Multi-parameétre.
Le protocole est le suivant :

v" Allumer le Multi-paramétre et rincer plusieurs fois 1’électrode avec de 1’eau distillée.

v" Plonger ensuite 1’électrode dans le bac et agiter doucement.

v' Laisser stabiliser un moment, puis noter les valeurs finales du pH, température, salinité

et oxygene dissous.
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11.4.2.2. Suivi de ’excrétion azotée et phosphorée

Environ 50 ml d’cau sont prélevés chaque jour de chaque bac pour étre par la suite filtrées a
’aide des filtres seringues. Le filtrat ainsi récupéré est destiné au dosage du phosphore et des
différentes formes d’azote dissous. Les ¢léments nutritifs Phosphates, Nitrites, ammoniaque,
Nitrates et Silicates sont mesurés a 1’aide d’un auto analyseur a flux continu (automatiquement)

de Type Quatro.

Analyseur a flux continu

Cet appareil est ce qu’on appelle un « analyseur a flux continu », un systéme automatisé pour
la détermination des nutriments inorganiques dissous, en particulier dans 1’eau de mer. Nous
déterminons les composants orthophosphates, nitrites, nitrates et silicates dans les échantillons

d’eau de mer.

% Principe

Un analyseur a flux continu segmenté de base (Figure 14) comprend un préleveur automatique
d’échantillon, une pompe péristaltique, une cassette analytique, un détecteur et un logiciel
d’acquisition de données. L’échantillon et les réactifs sont continuellement pompés a travers la
cassette analytique et des bulles d’air sont introduites a intervalles précis pour former des
segments de réaction uniques, qui sont mélangés a I’aide de bobines de verre.

Avec les analyseurs a flux continu segmenté, méme les réactions lentes sont menées a terme et
le ratio échantillon-réactifs dans le détecteur atteint une valeur maximale constante : le plateau

de la réaction, la condition pour des analyses parfaites.

31



Chapitre 11 : Mateériels et Méthodes

Figure 14 : Analyseur a flux continu (Originale, 2024).

Les analyseurs a flux continu segmenté ont été développés pour exécuter quelques parametres
sur un grand nombre d’échantillons. Ces systémes sont utilisés par les instituts de recherche
marine et d’autres organismes pour analyser des eaux a tres faible teneur en nutriments. Ces
analyseurs offrent une sensibilité maximale en veillant a ce que la réaction soit toujours menée
a terme. De plus, un systéeme de détection a double faisceau numérique avec référence en temps

réel garantit une reproductibilité maximale et des limites de détection minimales.

11.4.2.3.Préparation des échantillons tissulaires en vue des analyses biochimiques

Pour mesurer les activités biochimiques relativesaux biomarqueurs tels que la catalase, il est
essentiel de préparer les échantillons tissulaires de maniere appropriée. Avant toute analyse, les
tissus biologiques (la chair des moules) doivent subir une homogénéisation et un fractionnement
subcellulaire préalables (La figure 15). L’ensemble de ces procédures se déroulent dans des
tampons adaptés. De plus, le choix du tampon utilisé pour 1’homogénéisation doit prendre en
compte les propriétés physicochimiques nécessaires pour maintenir la stabilité des molécules

ou organites étudiés.
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‘ la chaire

Dissection
moule
centrifugation Homogénéisation dans le tampon tris
Couche lipidique FractionS 9 Dosage
Le culot ‘

I

Figure 15 : Procédures expérimentales des dosages biochimiques (Originale, 2024)

% Homogénéisation des tissus

Les tissus sont homogéneisés dans un tampon Tris (20mM, pH7.8) a raison de 1/10

(poids/volume) en utilisant un mixeur déchiqueteur (une température constante a été maintenue

a I’aide des glacants).

L’homogénat est ensuite devisé dans des tubes coniques (15 ml) et centrifugé pendant 15

minutes a 4 °C. Le surnageant obtenu apreés centrifugation (appelé Fraction S9) est utilisé pour

doser les protéines, notamment la catalase et la protéase.
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11.4.2.4. Dosages des protéines par méthode de Lowry
% Principe

La protéine réagit tout d’abord avec réactif cuivrique alcalin puis un second réactif dit
Phosphotungstomolybdique. Il est composé d’un mélange de tungstate de sodium et de

Molybdate de sodium dans 1’acide phosphorique et de 1’acide chlorhydrique.

L’analyse des protéines est effectuée selon la méthode de Lowry (Lowry et al., 1951). En milieu
alcalin, le réactif cuivrique catalyse 1I’oxydation des acides aminés aromatiques, avec réduction
de l'acide phosphomolybdique et tungstique (réactif Folin-Ciocalteu) pour donner lieu a la

formation d’un complexe coloré bleu foncé, qui a une absorbance maximale a 660 nm.

v" Solution analytique :

50 ml de sodium carbonate a 2% avec 50ml de NaOH 0,1N.

(B) 10ml de sulfate de cuivre a 1.56% avec 10ml de sodium potassium tartrate a 2.37%.

La solution analytique est préparée en mélangeant 2 ml de la solution (B) avec 100 ml de la
solution (A).

% Mode opératoire :

Dans une série de tubes a essai, les prises d’échantillons de la fraction S9 (surnageant) sont
mélangées avec 2 ml de la solutionanalytique. On laisse incuber pendant 10 min a température
ambiante.

Par la suite, 0,2ml de réactif Folin-Ciocalteue dilué extemporanément au %2 est additionné au
mélange (il est important d’agiter juste apres 1’addition de ce dernier). L’ensemble est mis au

repos a 1’obscurité au moins 30min. Ainsi la lecture de I’absorbance est faite a 660nm.

La gamme d’étalonnage est réalisée a partir de la solution de Sérum Albumine Bovine (SAB)

étalon mére. Les étalons filles sont ainsi obtenus par dilution de la solution mere.
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11.4.2.5. Dosages de la Catalase par mode Cinétique
v Principe :

L’activité enzymatique est la quantité de substrat convertie par I’enzyme active en moles par
I’unité de temps. Elle mesure la quantité d’enzyme active présente dans un mélange a un instant

donné.

L’activité enzymatique est mesurée en unités qui indiquent la vitesse de réaction enzymatique
catalysée par cette enzyme exprimée en micromoles de substrat transformé (ou de produit

formé) par minute.

v" Mode opératoire :

2,5 ml du substrat (2,4ml tampon phosphate 50 mM a pH7 et 100 ul de solution de H2O> a 3%)

sont placés dans une cuvette du spectrophotometre déja réglée sur le mode cinétique.

Apres 50 ul de la fraction S9 (source d’enzyme) est ajouté au mélange, ainsi on déclenche
spectrophotomeétre et on suit la décomposition de peroxyde d’hydrogénedans un intervalle de

temps de 60s. La réaction est suivie par mode cinétique.

11.4.2.6. Dosage de la protéase

v" Principe

Le dosage des protéases a été effectué selon la méthode décrite par Cupp-Enyard (2008) et
Anasori et al. (2015), en utilisant la caséine comme substrat. L hydrolyse enzymatique de la
caseine libere la tyrosine ainsi que d’autres acides aminés et des fragments de peptides. Le
réactif de Folin-Ciocalteu réagit principalement avec la tyrosine libre en donnant une coloration
bleue permettant un dosage colorimétrique. Les valeurs de 1’absorbance sont comparées a une

courbe d’étalonnage établie en utilisant une solution standard de tyrosine.

v Réactifs
Tampon potassium phosphate 50mM (pH 7.5).
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Caséine a 1% : Préparation d’une solution de 10 mg/ml de caséine dans le tampon
potassium phosphate. La température est élevée progressivement a 80-85°C avec
agitation douce jusqu’a dissolution compléte, puis le pH est ajusté a 7.5 avec le NaOH.
Acide trichloroacétique (TCA) a 5%.

Carbonate de sodium anhydre 500 mM.

% Mode opératoire :

Dans une série de tube a essais déposés dans un bain marie a 37°C, on met 1ml de caséine (1%),
puis on rajoute 1ml de S9. Aprés une incubation & 37°C pendant 10 min la réaction est stoppée
en ajoutant 4 ml de TCA. Un blanc estpréparé en ajoutant le volume de la fraction S9 apres le
TCA. Les tubes sont incubés pendant 30minutes a 37°C, puis centrifugés a 6000 tr/mn pendant

7 min.

Ensuite, 1ml de surnageant obtenu est mélangé avec 2,5 ml de NaCOz et 0,5ml de réactif de
Folin-Ciocalteu dilué 4 fois. Les tubes sont vortexés puis maintenus a 1’obscurité pendant 30
minutes avant d’étre centrifugés de nouveau a 6000 tr/mn pendant 7min pour permettre la

lecture de I’absorbance du surnageant a 660nm.
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I11.1. Résultats de mesure des parametres physico-chimiques

I11.1.1. Résultats des analyses physico-chimiques et microbiologiques préliminaires des

Moules et de leur eau d’élevage

La moule est trés sensible aux variations des divers paramétres environnementaux tels que la
température, la salinité et 1’abondance de nourriture. Ainsi, dans le but de minimiser au
maximum les facteurs stressants, 1’assurance des conditions environnementales optimales pour
I’¢levage des individus était 1’étape primaire avant de commencer les tests d’écotoxicité et ce
pour I’ensemble des séries d’expériences. En effet, et dans le méme contexte un contrdle de
qualité physico-chimique et bactériologique de 1’eau d’élevage et des moules était une étape

cruciale.

L’eau destinée a 1’¢levage des moules, présenta une bonne qualité bactériologique dont les
résultats obtenus réveélent I’absence d’une contamination fécale pouvant infecter les moules et
modifier I’activité physiologique de ces derniers (surtout la réponse des biomarqueurs).
L’objectif du controle bactériologique de I’eau d’élevage était de s’assurer que cette derniere
ne présentant aucun stress pathogénique pouvant induire une maladie ou un mauvais état de

santé des moules.

Les eaux marines possedent un ensemble de caractéres physico-chimiques relativement stables
dont les principaux sont la température, la salinité, le pourcentage de saturation d'oxygéne et le
pH. Ces facteurs deviennent des marqueurs importants de 1’influence anthropique. Nos résultats
ont montré des valeurs trés stables et dans I’intervalle des valeurs normales des eaux marines

et ce pour chaque approvisionnement en eau pour I'ensemble des séries de tests expérimentales.

L’analyse bactériologique des moules a réveélé 1’absence totale des germes témoins d’une
contamination fécale. On en conclue donc la bonne qualité bactériologique pour traduire un bon
état de santé de nos spécimens. On conclue la bonne qualité bactériologique des moules prises
comme espece sentinelle. Ainsi, le stress que peut exercer un pathogeéne n’est pas probable a
exister. Aussi, les résultats physico-chimiques et bactériologiques de 1’eau de mer traduisent la
bonne qualité de cette derni¢re prise comme source d’approvisionnement dans le cas de nos
tests d’écotoxicité. Comme conclusion les moules seront soumises a [’unique stress exercé par

I’exposition aux xénobiotiques (Linuron, MPs).
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111.1.2. Résultats des parameétres physicochimiques au cours des cycles expérimentaux

Dans le but de minimiser au maximum 1’effet stressant de ces facteurs, I’assurance des
conditions environnementales optimales pour 1’élevage des individus était 1’étape primaire

avant de commencer les tests d’écotoxicité.

Dans la présente étude, les parameétres hydrologiques ont étés mesurés chaque jour avant est

apres le renouvelement d’eau des bacs expérimentaux.

Les différents résultats des mesures de la Salinité (Sal %), le pH, la température (T°C), et

Oxygene dissous (DO2 mg/l) sont illustrés dans les figures 16, 17,18 et 19, respectivement.

Box plots (Salinité)
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34
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Figure 16 : Suivi de la variation de la salinité de 1’eau durant I’expérience.

» La variation de la salinité était quasi nulle (35,58+ 0,1%o), et dans I’intervalle des
salinités optimales pour la croissance des moules Mytilus galloprovincialis. Aussi,
aucune différence n’est observée chez les groupes témoins et ceux contaminés. De ce
fait, la salinité ne peut constituer un parametre d’interférence des activités métaboliques

surtout des réponses enzymatiques des especes indicatrices.
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Box plots (pH)
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Figure 17 : Suivi de la variation du pH de I’eau durant I’expérience.

» Les mesures du pH sont presque identiques dans chaque bac ce qui n’influe pas sur les
réponses biologique des moules traduites par les biomarqueurs catalase et protéase. Les
valeurs relevées étaient optimales pour la croissance des moules de genre Mytilus

galloprovincialis.

Box plots (T°C)
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Figure 18 : Suivi de la variation de la température de I’eau durant I’expérience.
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» nous constatons que la variation de la température est presque la méme dans tous les
bacs expérimentaux et dans I’intervalle de tolérance des spécimens pendant toute la

période d’étude.

De ce fait, les températures mesurées dans les bacs de contamination des moules ne présente

pas un stress naturel pouvant perturber le métabolisme et 1’activité physiologique des moules.

10 box plots DO2 (mg/I)
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Figure 19 : Suivi de la variation de I’oxygene dissout dans 1’eau durant 1’expérience.

» Les valeurs journali¢res de 1’oxygéne dissout mesurées durant le cycle expérimental

(moyenne de 7mg/l) répondaient aux exigences des spécimens.

Ainsi, il est facile de conclure la stabilité des conditions expérimentales des tests d’écotoxicité
traduite par la stabilité des paramétres physico-chimiques de I’eau d’élevage, 1’unique stress

altérant les moules est bien le pesticide « linuron » et le microplastique comme xénobiotiques.
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111.1.3. Etude de Deffet des polluants (linuron et MPs) sur Pexcrétion Azotée et

Phosphorée (eau d’élevage)

s L’excrétion phosphorée -

Les résultats obtenus concernant 1’excrétion phosphorée sont representés dans la figure 20.
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Figure 20 : Etude de ’effet conjugué de la contamination par linuron et MPs sur 1’excrétion
phosphorée.

Dans le but d’étudier la variation de I’excrétion phosphorée dans les bacs d’élevages
durant le cycle expérimentale, on a comparé les concentrations (POs>) des individus exposés

par différentes concentrations du linuron et MPs aux témoins (B1).

L’objectif était de différencier les concentrations du bac témoin de celles qui résultent de

I’activité métaboliques des moules dans les bacs d’élevage contamines.

Ainsi, on remarque d’apres la figure (19), que les concentrations en phosphore dans les bacs de
contamination, sont presque identiques et ceci comparativement au bac témoin de jour 1 a jour

8, et la tendance en fonction des groupes est la méme.

Ainsi, on constata, que les variations des teneurs en phosphore sont faibles dans tous les bacs
entre 0 et 0,2 mg/I.
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Par ailleurs, I’effet du linuron et/ou des MPs sur I’excrétion phosphorée des individus n’est pas

remarquable durant le cycle de contamination, et pas d’une différence de 1’effet de stress par

rapport le témoin.

< L’excrétion azotée

Dans les figures 21 et 22, sont illustrées les valeurs moyennes du suivi des parametres azotes.

= Les variations des teneurs en nitrites en fonction du temps, chez les deux groupes de tests
témoins et contamines, sont graphiquement indiquées dans la figure 21.
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Figure 21 : Etude de I’effet conjugué de la contamination par linuron et MPs sur les teneurs en

nitrites.

En générale, Les teneurs en nitrites des individus contaminés aux pesticides et microplastiques

sont trouvées trés proches de celle mesurees chez les témoins.

Aussi, Aucune variation significative des concentrations de 1’élément nutritif NO™ n’est relevée

chez les individus exposés aux différents types de polluants et témoins (entre 0.05 et 0.2 mg/I).
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La concentration maximale de nitrite (0,23mg/l) est relevée sous l'effet d’exposition au
microplastique C1.

L’effet de pesticide « linuron » et des microplastiques sur les individus ne semble pas claires,
dont on mesure des faibles augmentations en concentration nitrites. Ces concentrations ne

semblent pas avoir effets notables sur I’excrétion azotée.

= |_es variations des teneurs en azote ammoniacal en fonction du temps, chez les deux groupes

de tests témoins et contaminés, sont illustrées dans la figure 22.

Azote ammoniacale
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Figure 22 : Etude de I’effet conjugué de la contamination par linuron et MPs sur les teneurs
en azote ammoniacale.

D'aprés la figure, les teneurs de 1’élément azoté NH4" chez les individus contaminés aux
différents contaminants pesticides « linuron » et micriplastiques semble proches des teneurs des
individus témoins (Bac B1).

L’élément azoté NHa", I’introduction des polluants (linuron et MPs) a conduit cette fois-ci a
une augmentation trés faible de la concentration ammoniacale dans I’eau des bacs de
contamination (entre 0.3 et 2).
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La valeur de concentration en azote ammoniacale maximale est de 2,1mg/l est relevé chez les
moules exposés aux microplastiques C1.
Ainsi, et a la lumiére de ces résultats, on peut conclure que la contamination des moules Mytilus

par (pesticide et microplastiques) a eu un aucun effet sur I’excrétion phosphorée et azotée.

111.2. Résultats des dosages biochimiques et enzymatiques

111.2.1. Résultats des dosages biochimiques des protéines

L’ensemble des résultats relatifs aux dosages des protéines aux niveaux de la chair des moules

sont représentées ci-dessous (figure 23).
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Figure 23 : Etude de 1’effet de linuron et les MPs sur les teneurs en protéines des moules au

cours du cycle de toxication et de détoxication.

D’aprés le graphe (figure 23), les observations suivantes peuvent étre apergues :

En générale, les teneurs en protéines mesurées chez individus témoins ont montré une tres faible

variation le long du cycle expérimental. Ainsi, 1’adaptation des moules aux conditions
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expérimentales parait parfaite et aucun effet du milieu d’élevage sur les réponses biologiques

de la moule n’est donc probable.

Par ailleurs, les variations relevées chez les autres groupes de tests varient entre augmentation
et déplétion des taux protéique. En effet, la plus forte teneur en protéines au niveau de la chair
des moules Mytilus galloprovincialis (1,76 mg/ml) est mesurée au 4°™ jour d’exposition 4 la
plus grande concentration du pesticide C2 (Bac B2 :100ug/l).La mobilisation des réserves
protéiques peut étre attribuable a I'effet stressant pour justement assurer les besoin énergétiques

pour contrer le surplus de ROS généré lors de I'exposition aux xénobiotiques.
111.2.2. Résultats du dosage de la catalase

La figure 24 ci-dessous représente les variations du dosage du biomarqueur catalase au niveau
de la chaire des moules
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Figure 24 : Variation de la réponse catalase chez la moule Mytilus galloprovincialice en

fonction des jours.
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D’apres le graphe (figure 24), aucune variation significative de l'activité catalase n'est relevée
chez les témoins (entre 40 et 49 U/ml). Ceci ne peut que traduire une stabilité physiologique

chez les témoins. L’effet des conditions expérimentales est exclu comme facteur de stress.

Par ailleurs, I'exposition aux différents types de contaminants de la présente étude a conduit a
une induction significative de I'enzyme de défense catalase et ce par rapport au témoin. Aussi,

I'effet de la concentration est percu dans les différents traitements.

Les activites maximales de la défense antioxydante catalase sont relevées sous I'effet synergique

de mélange (pesticide et microplastiques).

L'examination de la décontamination avait pour objectif d'étudier la réversibilité des
mécanismes physiologiques de la moule Mytilus galloprovincialis et la possibilité de retour

vers I'état initial.

Effectivement, I'ensemble des groupes de tests a montré une baisse significative du stress
traduite par la diminution de I'activité antioxydante catalase relevé au 8™ jour (fin du cycle de

décontamination).Les activités relevées se rapprochaient de celle mesurées initialement.

Du fait la durée de détoxification semble suffisante pour que les individus Mytilus
galloprovincialis regagnent leur état de santé initial. Nonobstant chez les individus
antérieurement exposé a la concentration C2 (Bac B3 :100ug/L) du pesticide, la baisse de
I'activité antioxydante n'était pas significative pour traduire un retour vers I'noméostasie. Une
prolongation de la détoxification pourrait probablement conduire une baisse signification de

I'état de stress.

111.2.3. Résultats du dosage de la protéase

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 25 :
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Activité protéase
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Figure 25 : Evolution de I’activité protéase durant la période d’étude.

Comme premiére constatation, les témoins n‘ont montraient aucune variation de leur activité
digestive, du 1°" au 4°™ jour de cycle expérimental. Nonobstant, une augmentation significative

de I'activité digestive est noté a la fin du cycle de décontamination chez les témoins.

Généralement, l'activité enzymatique digestive est accélérée pour surmonter les demandes
énergétiques de I'organisme face aux situations de stress causé par les xénobiotiques. Toutefois,
si la pression chimique exercée par les xénobiotiques est importante (en termes de concentration

et/ou durée d'exposition), I’inhibition des enzymes digestive est pergue.

Chez les témoins l'augmentation de I'activité des enzymes digestives peut étre expliquée par
une disponibilité importante de la nourriture dans l'eau d'élevage. Toutefois, les conditions
expérimentales pourraient provoquer un stress chez les moules. Or, ceci n'est pas probable dans

notre étude dont on n’a relevé aucune induction de I'enzyme de défense catalase.

Sous I'effet de I'exposition & linuron, I'activité digestive a montre une faible augmentation par

rapport au témoin. Alors, I'effet synergique de I'exposition au mélange (linuron et MPs) a
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conduit & une augmentation remarquable de l'activité digestive avec un effet clair de la

concentration.

Comme déja expliqué, pour contrer le stress, I'organisme mobilise les réserves énergétiques en
faveur de la défense, ceci peut étre assuré par une activité digestive accélérée, justement pour

dégrader la nourriture dans un but de libérer les nutriments énergétiques.

Le résultat est encore confirmé par les taux maximales d’induction de I’activité des enzymes

de d’efface CAT.

Par ailleurs, une augmentation tres significative de I'activité digestive est relevé chez les moules
exposés aux microplastiques, probablement les particules MPs peuvent étre traités par la moule
comme une nourriture. Or la dégradation des particules plastique parlez enzymes digestives ne

semblent pas étre facile et efficace. Du fait, l'augmentation de I'activité digestive est continuelle.

En revanche, les particules plastiques peuvent provoquer un stress physiologique conduisant a
une augmentation des activités enzymatiques dans un but de conserver I'homéostasie de
I'organisme. Dans notre étude, les taux d'induction de la catalase sous I'effet du microplastique

ne peuvent que traduire un état de stress et un surplus de ROS au niveau cellulaire.
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Conclusion

Cette étude avait comme objectif 1’étude de I’effet d’une exposition aigué a 2
concentrations de pesticide (linuron) et les microplastiques sur les activités enzymatiques et

métaboliques de la moule Mytilus galloprovincialis.

Les facteurs environnementaux dont la température et la salinité de 1’eau d'élevage étaient
constants durant tous les cycles expérimentaux, ainsi leur I’influence sur les réponses

biologiques est peu probable.

Les teneurs en protéines de la chaire totale traduit la perturbation des réserves protéiques des
moules produite durant le cycle de contamination et de décontamination. Cependant, la
compréhension de ’influence du pesticide sur le métabolisme énergétique nécessite que ces
résultats soit complémentés par davantage de parametres et notamment la mesure des teneurs

du glucose et des lipides.

Les réponses enzymatiques obtenues dans ’ensemble des expérimentations permettent de
qualifier la catalase comme biomarqueur de défense tres pertinent, sensible et rapide. Cette
qualification est justifiée par la corrélation positive entre 1’activité enzymatique et les teneurs
de I’eau en pesticide et microplastiques ; par I’induction rapide de I’enzyme méme par les
faibles concentrations du polluant en plus le test de décontamination a montré I’efficacité de ce
biomarqueur dans I’évaluation de la qualité du milieu par le retour des activités enzymatiques

a un niveau similaire relevé chez les organismes maintenus dans un milieu exempt de polluant.

Le retour a 1’état initial, traduit la curabilité et la réversibilité de 1’état de santé des organismes

ainsi gque la sensibilité de ce biomarqueur a la présence de contaminants.

La catalase peut étre influencée par des facteurs intrinseques ou extrinséques indépendants de
la volonté du chercheur. Ainsi, pour pallier une variation des réponses des biomarqueurs dues
a ces facteurs, I’approche multimarqueurs semble étre une clé prometteuse pour une
interprétation meilleure des résultats et ainsi une évaluation plus précise de 1’état de santé¢ du
milieu aquatique. Cette approche est basée sur le dosage simultané des autres biomarqueurs de
stress oxydant tel que la Glutathion —S- Transférase (GST), le Glutathion réduit (GSH) ainsi
gue la Malondialdéhyde (MDA) qui est liée a la peroxydation lipidique, résultat du stress
oxydant causé par les ROS et dont la génération est en relation avec la présence de polluants

métalliques et/ou organiques.
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ANNEXES :



ANNAXES

Annexe 1

e Préparation des réactifs :

Réactifs Lowry : (Mélanger le jour de la manipulation)

» Réactif (A) : Na2CO3 (m = 1g) + NaOH (0.1N / V=
50ml).

» Réactif (B) : CuSO4, 5H20 (m = 5g) + Tartrate de Na
et K (m =10g) + Eau distillé (V= 1L).

Réactifs Lowry = réactif A (50ml) + réactif B (01ml).

e Préparation des tampons :
Tampon phosphates (0.1M, PH=7) :

> HPO” 4 (C=0.0002 mol/L) + H:PO 4 (C= 0.0398 mol/L)

» MK:HPOs (174g/mol, m=2.618) + MK>HPO. (136g/mol, m= 1.353)

> Eau distillé (V= 250ml).
Tampon phosphates (0.05M, PH=7.8) :

» HPO? 4 (C=0.0905 mol/L) + H.PO 4 (C=0.0095 mol/L)
» MK:HPO. (m=3.937g) + MK-HPO. (m=0.323Q)
» Eau distillé (V=500ml).

Tampon phosphates (0.1M, PH=8) :

» HPO? 4(C=0.0938 M) + H.PO 4 (C= 0.00620 p)
» MK:HPO. (m=3.937g) + MK-HPO. (m=0.323Q)
» Eau distillé (V=500ml).

Caséine (1%) :

» Caséine (m=1gq)
» tampon phosphate (0.05M, PH=7.8) (v= 100 ml)
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Annexes

Annexe 2

® Matériels biologiques
1. La moule « Mytilus galloprovincialis » :

Mytilus galloprovincialis est une espéce de mollusques bivalves
couramment utilisée par les réseaux de biosurveillance, on peut
utiliser des populations sauvages ou des spécimens transplantés.
(Photo originale)

Systématique :

Regne : Animal

Sous régne : Métazoaire

Embranchement : Mollusques

Classe : Bivalvia

Sous-classe : Lamellibranchia

Ordre : Mytiloidale

Superfamille : Mytilacae

Famille : Mytilidae

Sous-famille : Mytilinae

Genre : Mytilus

Espéce : Mytilus galloprovincialis. (Lamarck, 1819)

2. Les Micros algues

L’utilisation des mircos algues pour 1’alimentation des moules (photos originale)
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Annexes

Annexe 3

e Matériels non biologiques de laboratoire physico-chimiques CNRDPA :

Agitateur magnétique Multiparametre

Centrifugeuse Spéctrophotométre Distillateur d’eau

Micropipette Bain-marie Une balance de précision
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e Matériels non biologiques utilisé dans I’expérience :

Flacon stérile 50 ml Réservoir d’eau de mer

Pompe vide cave immergée  Pied a coulisse Scalpel Congélateur (-50C°)

Aérateurs Vortex Tubes coniques
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Glaciére Bras mixeur Linuron Cuvettes en quartz
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e \erreries utilisées

Plaque des verre Entonnoir Flacon stérile Boite de pétrie

Tubes a essai Eprouvette graduée  Fiole Pipette stérile Spatule

Bécher Barreau magnetique ~ Tubes eppendorf
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Annexe 4

e Divers travaux sur les moules

Auteurs, Espéces Contexte de I’étude
régions
Mytilus Biosurveillance active : transplantation des
galloprovincialis moules d’un site de référence dans trois
Meknachi A., (2010) sites  pollués  (port GOURAYA,
BOU-ISMAIL KHEMISTI ; BOUISMAIL) suivi dune
ALGERIE décontamination dans un endroit ouvert

dans une approche d’évaluation de 1’état

de santé dans la baie de Boulsmail.

Benali 1., (2008) Oran,
Algérie

Mytilus
galloprovincialis

Evaluation de la qualité de la baie d’Oran
I’AChE
transplantation des moles (biosurveillance

par  mesure de apres

active).

Abdlouahab et Naceur
ALGERIE (1985)

Mytilus
galloprovincialis

Etude de la pollution dans la baie d’Alger
par le dosage de métaux traces (Zn, Cu,
Hg,

Cd).

Ait Fdil et al. (2006)

Maroc

Mytilus
galloprovincialis

Etude des mouvements des valves de
Mytilus galloprovincialis exposées aux
métaux traces et aux effluents industriels
dans les cOtes Marocaines sur I’atlantique.

Khessiba et al, (2005)
Tunisie

Mytilus

galloprovincialis

Etude de D’effet de certains paramétres
environnementaux sur ’activité CAT de la

moule exposé au Lindane au laboratoire.
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Orbea et al, (2002).

Baie de Biscay Espagne

Mytilus
galloprovincialis

Biosurveillance passive .étude des niveaux
de contamination par PCB et HAP dans 2
estuaires (Urdaibai et Plentzia) et leur
influence sur les réponses des enzymes
antioxydantes.

Nesto et al, (2007) Italie

M. galloprovincialis +
Zosterisessor
ophiocephalus

Etude de la bioaccumulation et réponses
des biomarqueurs de certains métaux
traces et micropolluants organiques dans la
lagune de Venise, Italie.

Mamaca et al, (2005) | M.edulis Etude de biomarqueurs des hémocytes de

France M.edulis apres exposition au styréne dans
le laboratoire.

Richardson et  al, | Perna viridis Etude de la relation dose réponse des

(2008). parametres antioxydantes et des PAH et
OC dans laboratoire apres I’exposition au

HonKong xénobiotique.

Rajalakshmi et | Lamellidens corrianus | Etude de I’activité enzymatique de I’ACP

Mohands, (2005). Inde

des moules d’eau douce apres exposition
au Cu?*.

Borkovic et al, (2005)
Serbie, Montenegro

Mytilus
galloprovincialis

Etude de I’activité des enzymes de défense
chez les moules prélevées de la mer
adriatique.

Nicholson (2003)

Honkong

Perna viridis

Etude de la stabilité membranaire aprés
exposition au Cu?".
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Vidal-Linan et
(2010) Espagne

al,

Mytilus
galloprovincialis

Surveillance de la pollution marine dans
les zones cotieres fortement polluées par
les métaux traces. La mesure des enzymes
antioxydant sur Mytilus galloprovincialis.

Baissant et al, (2009)
Norvege

M. edulis

Chlamys islandica

Etude
enzymatique apres exposition a deux

de la réponse cellulaire et
huiles brutes dispersées provenant de la

mer du nord et de la mer Barents.

Wepener et al, (2006)
Afrique du sud

Melanoides
tuberculata

mesure  de
28jrs de
transplantation dans une riviére recevant

Biosurveillance  active,

biomarqueurs apres
des effluants industriels et des eaux usées
traitées.

Thomas et al, (1999),
USA Californie

Mytilus trosulus

Etude des teneurs tissulaires en PAH dans
Mytilus trosulus provenant de trois plages
contaminées, par le pétrole brute Exxon
Valdez échoué dans Prince William Sound

Company et al, (2004)
France

Bathymodiolus

azoricus

Etude de D’effet du Cu, Cd et Hg sur
’activité des enzymes antioxydantes et la

peroxydation lipidiques.

Farés Nekhli
(2003) Liban

Kheled,

Brachidontes
variabilis

Surveillance de métaux traces dans les
eaux Libanaises

Farés Nekhli Khaled, (
2003) Egypte, Syrie

Mytilus minimus

Contrdle du (Hg et du Cd, Pb).
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Farés Nekhli Khaled, (
2003) Syrie

Strombus decorus
persicus Monodanta
turbinata

Contrdle du (Hg, Cd, Pb, Zn, Cu).

Farés Nekhli Khaled, (
2003) Maroc

M. galloprovincialis

Cerastroderma edule

Controle des métaux traces.

Bocquené et al, (2004)
France

Mytilus edulis

Suivi de plusieurs biomarqueurs dans des
moules exposées au pétrole échoué apres
naufrage de D’ERIKA sur
Bretonnes.

les cotes
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