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INTRODUCTION



INTRODUCTION

Le progrés conjugué des sciences et des techniques a permis
au monde d‘évoluer d'une structure rurale traditionnelle et arti-
sanale vers une structure urbaine, technicienne et industrialisée,
Ces avances industrielles, agricoles et technologiques ont favori-
sé la surproduction et la surconsommation, ce qui est a4 l'origine
de la pollution de 1'atmosphere, des cours d'eau et des sols et
pose aujourd'hui des problémes parfois insolubles.

Les effets toxiques des résidus chimiques dans 1'environ-
nement peuvent é&tre insoupconnés dans le présent et se révéler
nocifs & long terme.

Jusqu'a une époque encore récente, les connaissances sur la
toxicité d'un produit chimique ne provenaient que des observations
faites directement sur l'homme, & la suite d'accidents toxicolo-
giques. Nous avons ainsi les exemples dramatiques des accidents
qui ont touché le peuple japonais: maladie de “"Minamata" due au
Mercure, maladie “Itai-Itai" due au Cadmium, maladie de "yosho"
due aux polychlorobiphényles, ...,

Ces crises ont poussé 1'homme & mieux maitriser la technique
et mieux connaitre son environnement. Ainsi toute approche passive
des problémes toxicologiques a été progressivement remplacée par
l'expérimentation sur des organismes vivants non humains.

Cette prise de conscience commence & se répandre et marque le
début d'une “révolution scientifique"” sans précédent dans 1'his-
toire de 1'homme.

Parmi les substances chimiques rejetées dans l'environnement,
il faut citer les métaux lourds qui, reconnus depuis fort long-
temps comme éléments trés toxiques et dont certains effets toxi-
ques biologiques 3 long-terme sont encore mal définis, inquiétent
les toxicologues.

Nous avons choisi d'étudier le Zinc stable comme agent de
contamination, car c'est un métal lourd, anthropogéne, hormétique
pour 1l'organisme et trés fréquemment décelé dans les milieux aqua-
tiques marins et dulcaquicoles (BREMOND et PERRODON, 1979),

Souvent les études utilisent comme traceur, le Zn®: isotope
radioactif, ce qui constitue une approche indirecte de la con-



naissance du métabolisme de celui de l'élément stable. La plupart
de ces études sont menées sur le terrain (BAUDIN, 1977 a et b).

Nous avons choisi comme support biologique aux expériences,
Dreissena polymorpha, bivalve dulcagquicole trés répandu dans les
réseaux hydrographiques de la France et de 1l'Europe en général.
Les travaux entrepris sur cette espece au laboratoire d'écologie
de Metz, depuis le début des années 1980 soulignent la forte capa-
cité de cette espéce 34 accumuler les métaux lourds et en parti-
culier le Zinc et le Plomb ainsi que son caractére résistant a ce
genre de pollution (LEGLIZE et CROCHARD, 1987). Mais on connait
mal les mécanismes de contamination et de décontamination métalli-
que chez cette espéce.

Notre travail porte donc sur 1l'étude monospécifique de la
contamination dans un systéme aquatique, é&tude orientée plutdt
vers une analyse des différentes étapes du mécanisme de la bioac-
cumulation et du relargage du Zinc stable par la Dreisséne.

Nous avons également étudié l'effet de certains facteurs
intervenant dans la biologie de l'organisme et dans la détermi-
nation et la régulation de la rétention, du stockage et/ou de
1l'excrétion du Z2inc par la dreisséne:

#- Facteur biotique ! - saison

- nourriture

#- Facteur abiotique physique ! temperature

#- Facteur abiotique chimique organique ! EDTA

#- Facteur abiotique chimique mineral : Plomb

Notre objectif n‘est pas de reconstituer les conditions du
milieu naturel, mais d'étudier l'effet de certains facteurs sui-
vant une approche analytique quantitative et qualitative de l'ab-
sorption métallique directe (Via l'eau) puis du relargage.

La premiere partie de ce travail sera réservée i la recherche
bibliographique sur le dynamisme de la physico-chimie du Zinc dans
les milieux aquatiques et de sa toxicité vis-a-vis des mollusques
de ces milieux. Les mécanismes de défense mis en jeu par ces der-
niers ont été également développés dans cette analyse.

En début de partie expérimentale, nous avons fait une mise au
point expérimentale de la méthode analytique du Zinc dans la par-
tie molle.



Les résultats expérimentaux sont présentés en deux parties
concernant successivement la bioaccumulation et le relargage du
Zinc par la partie molle et la coquille. Parallélement 1'effet des
facteurs externes sur ces deux processus biologiques, a été re-
cherché.

La compréhension des inter-relations existant entre d'une
part la variabilité des cinétiques d'accumulation et de relargage,
et, d'autre part les paramétres biotigques et abiotiques, est né-
cessaire 3 toute approche écotoxicologique visant & mieux cerner
les mécanismes mis en jeu.

Pour suivre le devenir intratissulaire du Zn accumulé par la
moule, et mieux comprendre la signification biologique de la déto-
xification métabolique, nous avons réalisé un suivi analytique et
histochimique du métal dans différents organes. Suivant le méme
objectif, la répartition tissulaire des protéines trés proches des
métallothionéines (MT) a été quantifiée. Les études entreprises
sur les mollusques soulignent 1'importance des MT dans la détoxi-
fication de 1l'organisme dans le sens qu'elles assurent une réten-
tion intracellulaire des métaux lourds accumulés, et en particu-
lier du Zinc et du Cadmium.
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I€re PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
I. GEOCHIMIE DU ZINC (Zn)
I.1. Propriétés physico-chimiques
Chimiquement le Zinc est un métal mou, blanc, appartenant au

groupe IIB de la classification périodique (éléments de transi-
tion). Ses principales propriétés physico-chimiques sont:

¥- Nombre atomique! Zn = 30

#- Masse atomique : Ma = 65,37

*- Valence électronique: n= 2

*- Masse spécifique(solide 20°C) = 7:.14 g/cm3
*#- Point de fusion : = 419,5°

*- Point d'ébullition = 907°C

I.2. Sources et utilisations du Zinc

Les principales sources naturelles de Zinc sont la sphalérite
(sulfate de 2Zn), la calamine (carbonate de 2Zn) et certains
minerais avec lesquels il est souvent associé au cadmium et par-
fois au plomb, au fer et & 1'étain (BREMOND et PERRODON, 1979).

Le Zinc a plusieurs utilisations essentielles et diverses,
Une fois extrait, il est raffiné en un métal pur et stable,
L'industrie du Zinc est trés développée; selon PALLY et FOULQUIER,
1976 il est particuliérement utilisé dans :

*¥- Les alliages avec Cu, Ni, Al et Hg,

*#- Le revétement du fer ou de l'acier par galvanisation,
pulvérisation ou peinture.

*#- L'industrie des pigments (sous forme d'oxyde), des
peintures (sous forme de sulfure), du caoutchouc,
des produits luminescents, de certains produits
pharmaceutiques et cosmétiques, de certains
insecticides,

*¥- L'imprimerie et la teinture,



I.3. Sources de contamination de l1l'environnement

Les sources naturelles du Zinc et ses utilisations sont a
l'origine de la contamination de l'environnement par cet élément.
On distingue ainsi :

#- Les mines’ et les raffineries de Zn et Pb (émission
dans l'atmosphére et rejets dans les cours d'eau) _

#- Les rejets urbains, industriels et principalement les
ateliers de galvanoplastie et les usines de
fabrication des colorants (rejets dans les cours
d'eau)

#- Les engrais phosphatés et les insecticides
(pénétration dans les sols et contamination des cours
d'eau)

¥- Les canalisations en laiton ou en fer galvanisé
attaquées par les eaux riches en chlorures et en
sulfates présents & des teneurs relativement faibles
(2ppm) . Le Zinc communique & 1'eau une opalescence
variable avec la dureté, et au-dessus d'un certain
seuil de concentration, sa présence donne & l'eau un
gout désagréable astringent (RODIER, 1976).

I1.4. Remédes et traitements

Compte tenu des effets toxiques des métaux, effets directs ou
indirects, a long terme ou & court terme, il est apparu nécessaire
de fixer des limites de concentrations tolérables dans le milieu
aquatique. .

Pour le Zinc, L'OMS (1984) recommande dans l'eau de boisson
les limites suivantes:

#- Concentration maximale acceptable : 5,0ppm

#- Concentration maximale admissible :15,0ppm - :

#- Concentration maximale d'approvisionnement en eau : 1,5ppm

Les eaux usées contenant des quantités importantes de Zinc
doivent étre traitées avant d'étre déversées dans le milieu
naturel.



Dans la pratique du traitement, les métaux sont préci-
pités sous forme d'hydroxydes. Le Zinc est précipité soit par la
soude ou le lait de chaux (dans une gamme de pH entre 7,6 et 9,5)
soit par le carbonate de soude (dans une gamme de pH de 7,4 a
8,5) (BREMOND et PERRODON, 1979).

Les sels de Zn, tels que les chlorures et les sulfates sont
extrémement solubles dans 1'eau. Il Yy a donc des risques impor-
tants de les retrouver partiellement dans les cours d'eau. Par
contre les carbonates, les hydroxydes et les sulfures sont inso-
lubles. Il est facile de les éliminer avant le déversement dans
les milieux naturels.

Les procédés par échangeurs d'ions sont également utilisés
(LEVESQUE, 1978).

Les organismes aquatiques qui ont une forte activité de hio-
accumulation, de biomagnification ou de stockage des métaux
lourds, surtout sous des formes insolubles, jouent un réle impo-
rtant dans l'élimination de ces éléments de l'environnement aqua-
tique (SIMKISS, 1977).

II. DYNAMISME ET TOXICITE DU ZN DANS LES MILIEUX
AQUATIQUES

En général, le Zinc n'est présent qu'en trés faible quantité
dans les eaux de surface. Les teneurs moyennes des milieux océani-
ques en dehors de toute pollution ont été évaludes pour le 2Zn &
environ 20 ppb (D'SILVA et KUREISHY, 1978), a 200 ppb dans les
@aux continentales et & 100 ppb dans les eaux de boisson (MAROOF
et al., 1987). .

Du fait de 1'industrialisation, les eaux regoivent continuel-
lement des apports métalliques. Il en résulte une contamination
importante des zones littorales, les estuaires et les riviéres
traversant les régions industrielles ou miniéres (RAMADE, 1977)

En cas de pollution, la teneur en Zinc peut atteindre 10
mg/l en phase dissoute et 100 g/kg dans les matiéres en suspension
(PIHAN et al., 1981),

Dans 1'environnement aquatique, le Zinc libre ou lié, existe
dans deux compartiments:



ETATS DIMENSIONS FORMES PHYSICO-CHIMIQUES
{um) {avec exemples)
III - ions sisples hviratés: eatourés
g d'un certain nombre de moléoules d'eau
3 (R. HORNE, 1969) :
8
< 0,001
L
1
B
R
B
’ iy . .
I L
s - ooaplexes de coordination
s
n n ("13)‘00
u . L,
8 - coaplexe d'asspciation ow paire 4°ions
g < 0,001 Cd++ + C1- cacl-
g - ions complexes orgapigues (chelates)
é - polvebres (faible degré de "polylérisation")ﬁ
X
B ~
COLLOIDES 0,001 - 0,1 - substances minérales Fe (OH);
- Droduits d'hvdrolvse M (OH), et de preci-
pitation (coagulation)
- polvebres (haut degré de "polymérisation)
PARTICULES 0,1 - 50 - particules minéralec : argiles, silts
- W déﬂ‘ltls aicroor-
ganismes, a ats moléculaires’

Tableau 1 : Spéciation physico-chimique des métaux dans 1'eau
(adapté de GILLAIN, 1981).



#- Le compartiment "aquatique”(l'eau et le sédiment) .
*- Le compartiment "organismes vivants",

II.1. Compartiments aquatiques

Dans l'eau, le Zinc présente quatre états physico-chimiques
distincts (tableau 1) :

#- Etat dissous libre
*- Etat complexé

#- Etat colloidal

#- Etat particulaire

On appelle "métal total"” l'ensemble de ces quatre états. En
pratique, la frontiére opérationnelle entre l'état dissous et
l°état particulaire est de 0.45 um, et c'est 1'ensemble des formes
dissoutes libres et complexées (diam.< 0.001n) qui constituent les
vraies solutions. .

Les proportions des différentes formes dépendent de 1'équili-
bre physico-chimique dans le milieu et des caractéristiques de
1'eau : 0, dissous, T°C, pH, durets, salinité, présence ou non de
particules minérales ou organiques.

La solubilité du Zinc est inversement proportionnelle au pH
(ELLIOTT et LINN, 1987 : WHITE, 1987). A pH 8: 10 % du Zinc total
dans l'eau est sous forme libre, Cette proportion augmente & 50 %
pour un pH de 6.5 et & 100 % pour un pPH inférieur a4 4.5 (WERNER,
1987),

Cet effet du pH sur la solubilité du Zinc dans 1'eau est
fonction du potentiel Rédox du miliey (fig. 1),

Par contre la température n'a qu'un faible effet sur 1'équi-
libre des différentes formes physico-chimiques du Zinc (WERNER,
1987).

La classification de NIEBOER et RICHARDSON (1980) (fig.2)
permet de distinguer des métaux doux, durs et intermédiaires, en
fonction de leur réactivité en milieu organique ; critére qui
expliquerait aussi leur Comportement dans les systémes biolo-
giques. D'aprés cette classification, plus un métal est doux, plus
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il a tendance 4 former des liaisons covalentes, Par contre, plus
il est dur, plus il a tendance i former des liaisons ioniques.

Le Zinc est un métal intermédiaire avec un caractére dur
relativement marqué qui lui permet de s'adsorber ou de se lier
souvent par des liaisons ioniques.

Ce critére permet de placer les métaux, soit selon leur
pouvoir d'adsorption dans 1'ordre décroissant suivant ! Hg > Cd >
Zn (NEUFELD et al., 1975), soit selon le degré de solubilité dans
1'ordre décroissant suivant : Cu > Cd > Zn > Fe (COLLIN, 1979).

Dans les sédiments, on retrouve des quantités assez
importantes de Zinc dans la fraction des carbonates et oxydes,
mais quand la concentration augmente, le Zinc se lie plus
facilement & la matrice organique et aux sulfures (WELTES et al.,
1983).

Ce comportement d'adsortion du Zinc et de tous les autres
métaux divalents sur les matidres en suspension et sur les sédi-
ments est de méme nature que sur les oxydes et les hydroxydes so-
lides (BOURG et MOUVET, 1984).

Les formes complexées sont fortement restreintes par les
chlorures (SALOMONS et?MOOK,, 1980), par contre elles sont tras
favorisées par la présence des complexants organiques ou minéraux
: humus, particules solides ou colloidales (BECKER, 1983 ; WERNER,
1987 ; BLUST et al., 1986).

La complexation ou 1l'adsorption sur les matiéres en sus-
pension diminue la biodisponibilité des métaux lourds et donc vir-
tuellement leur toxicité. Ainsi le Zinc peut atteindre dans les
systemes aquatiques des concentrations trés supérieures aux
limites maximales admises par les normes européennes sans avoir
pour autant des effets marqués sur la vie aquatique (LEE et JONES,
1981).

Il est évident que tous les complexants n‘ont pas la méme
force de complexation (BLUST et al., 1986). La toxicité dépend
aussi des formes du complexe considéré (BLOCK et PART, 1986).

Certains organismes vivants ont la capacité de séoréter des
complexants organiques, exudats qui ont la caractéristique de com-
plexer les métaux lourds. C'est le cas chez plusieurs micro-
organismes (IMBER et al., 1985) et certains macrophytes tel que
Zea (MENCH et al1., 1985; MOREL et al., 1986).



-11-

I1.2. Compartiment “"organismes vivaants”; plus
spécialement les mollusques

Chez les mollusques, les échanges des métaux lourds avec le
milieu se font par deux processus ! l'adsorption et l'absorption,
souvent désignés dans la littérature sous une nomenclature commune
par les termes de “"fixation“, “"sorption” ou "uptake"“.

I1.2.1. Adsorption

C'est un phénoméne correspondant i la fixation des métaux sur
les surfaces de la coquille ou de la partie molle. Ce type de
fixation est régi par des lois physico-chimiques et n'entraine
souvent aucune toxicité vis-a-vis de l'organisme,

Chez les microorganismes, le Zinc s'adsorbe sur les croiites
d'hydroxydes ferriques (GUNKEL, 1986).

Chez les bivalves, il vy a toujours a l'équilibre, plus de
Zinc absorbé qu'adsorbé sur la partie molle. Cette derniére
fraction constitue 8% du Zinc total du milieu et 20 & 30% du Zinc
fixé par l'organisme (BAUDIN, 1977a).

L'adsorption est plus ou moins importante selon les métaux,
chez la Dreisséne par exemple, le taux d'adsorption du cadmium sur
la coquille peut atteindre 43% du Cadmium total fixé par cet orga-
nisme : coquille + partie molle + liquide intravalvaire (BIAS et
KARBE, 1985).

II.2.2. Absorption

C'est la bioaccumulation proprement dite qui correspond 3 une
accumulation biologique définie comme étant la capacité d'un orga-
nisme d'accumuler un é&lément chimique & partir de son envi-
ronnement (RAMADE, 1977).

L'incorporation des métaux lourds dans les systémes biolo-
giques se fait par l'intermédiaire de trois vecteurs: l'eau, les
particules en suspension et la nourriture.



~12-

1I1.2.2.1. Bioaccumuiation directe

C'est l'accumulation par l'intermédiaire de 1l'eau, en contact
direct avec l'organisme. C'est la voie la plus importante de fixa-
tion des métaux lourds chez les mollusques et l'unique voie chez
les producteurs primaires (RAMADE, 1977).

Chez les bivalves filtreufs, les activités métaboliques de
respiration, de filtration et d'ouverture des valves augmentent le
contact de la partie molle avec le milieu. L'accumulation directe
est donc intensifiée surtout dans les organes & fonction respi-
ratoire, digestive, de stockage et d'excrétion. De ce fait la bio-
accumulation est favorisée chez les bivalves par rapport aux
gastéropodes (LOBEL et al,, 1982),

I1.2.2.2. Bioaccumulation indirecte

C'est 1l'accumulation métallique par 1'intermédiaire des
particules en suspension, du sédiment ou de la nourriture ingérées
par l'organisme. Les animaux appartenant aux niveaux trophiques
les plus élevés dans la chaine alimentaire sont les plus exposés &
ce type de contamination. Le taux de fixation des métaux par voie
indirecte, dépend intimement de la quantité adsorbée ou absorbée
par ces particules,

Les travaux de FOULQUIER et al.(1973) sur Anodonta cygnea,
permettent de classer les organes d'aprés le pouvoir d'accu-
mulation du 2Zn% par ordre décroissant: Branchies internes>
Branchies externes > Siphons > Palpes labiaux > Bords du manteau »
Masse viscérale > Masse musculaire.

Chez Mytilus edulis, l'organotropisme vis-i-vis du Zinc donne
la classification par ordre décroissant! Reins > (landes
digestives > Branchies > Muscle adducteur postérieur = manteau =
‘pied (LOBEL, 1987). ,

Le Zinc figure parmi les oligo-éléments les plus représentés
dans l'organisme des mollusques vivants dans des sites non
pollués. Selon IRLAND et WOOTTON, (1977), la classification par
ordre d'abondance décroissant est la suivante: Zn > Cu > Mn.
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KENNEDY (1986) compléte en donnant la classification: Zn > Fer >
Cu > Mn > K> Mg > Ca,

Pour la méme concentration métallique dans le milieu, le Zn
s'accumule plus rapidement que d'autres métaux lourds, tels que le
Cu chez Mytilus viridis (D'SILVA et KUREISHY, 1978) et le Cu, le
Cd ou le Pb chez Helix aspersa Muller (COUGHTEY et MARTIN, 1977).

I1.2.3. Voies d'absorption (Fig., 3)

Les modéles explicatifs des mécanismes d'accumulation et de
métabolisation des métaux lourds chez les organismes aquatiques,
envisagent trois processus indépendants pour le transport trans-
membranaire:. la diffusion transmembranaire passive, 1 'endocytose
et le transport actif (GEORGE et PIRIE, 1980 ; SIMKISS et al.,
1982 ; BOUDOU, 1982 ; LUOMA, 1983).

I1.2.3.1. Diffusion transmembranaire passive

C'est une diffusion epﬂgq}son d'un gradient de concentration,
dans un champ electr;que éu ;ous l'influence de la pression. Ce
processus exige un caractére llpophxle de 1l'élément métallique
transportécar les ions inorganiques & 1'état libre sont largement
lipo-phobes, d'ou leur entrainement par un solvant ou par un autre

soluté sous une forme liée (BOUDOU, 1982).
"II1.2.3.2. Endocytose (pino- et phagocytose)

Par rapport au transport transmembranaire, cette voie est
énergétiquement plus économique dans le cas des granules insolu-
bles. Il dispense l'organisme d'un gaspillage énergétique lors
d'une éventuelle excrétion.

Chez les poissons, la pinocytose joue un rdle principal dans
1'absorption des macromolécules au niveau du deuxiéme segment de
1’ intestin (BOUDOU, 1982).

Chez Mytilus edulis, les vésicules chargées en Zinc repre-
sentent 20X du volume cellulaire (GEORGE et PIRIE, 1980). Dans le
cas des granules solubles, cette voie est énergie-dépendante.
C'est le cas chez Mytilus edulis, avec transport et stockage du
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fer dans les cellules épithéliales branchiales, palpo-labiales,
intestinales et rénales (GEORCE et al., 1976).

Ces deux processus (diffusion et endocytose) ne peuvent
expliquer & eux seuls les fortes quantités rencontrées, surtout
dans les organes d'absorption et de stockage des métaux, tel que
le rein et l'intestin, qui peuvent contenir jusqu'a 10%g/g de Zn,
soit 30 X du Zn total contenu dans l'organisme des bhivalves ma-
rins,

I1.2.3.3., Transport actif

Le transport actif s'effectue par le moyen de transporteurs
transmembranaires de nature protéique. Ce systéme est trés
efficace pour les concentrations dissoutes les moins élevées et
pour compenser le flux bidirectionnel par simple diffusion
(SIMKISS et al., 1962).

Les ligands qui traversent la membrane plasmique ont une
cinétique de prise qui peut étre augmentée par le potentiel rédox
ou par des gradients de pH dans la cellule.

Selon WILLIAMS (1981) (Fig., 3), les métaux dans 1'envi-
ronnement aquatique peuvent &tre fixés par un ligand (L;). La cel-

lule synthétise un ligand (L) qui transporte les ions métalliques
4 travers la membrane plasmique. Dans le cytoplasme, un autre
ligand(Ls) fixe les métaux. Ces deux derniers ligands (L, et L,)
permettent & la cellule d'accumuler sélectivement les ions inorga-
niques par un processus régulé par la synthése ou la dégradation
de ligands appropriés. Cette succession de ligands augmente la
force de fixation des métaux lourds par la cellule, _

Dans le cas du transport du fer, il existe chez les mammi-
féres, un transporteur organique spécifique: la transferrine déli-
vrée par la cellule, et un site récepteur au niveau membranaire,
par ou le fer entre dans le cytoplasme, puis est stocké dans les
molécules de ferritine. Le fer est fixé sous forme d'oxyde ferreux
(Fe**), et libéré dans le cytoplasme comme oxyde ferrique (Fe***)
(SIMKISS et al., 1982),

C'est le cas aussi du transport du Calcium chez les crustaceés
(SIMKISS, 1976).
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Auteurs Espéces Tissus Concentrations
mg/ka PS
BENJAMIN et al., 1968 | Crassostrea Partie molle 180
(Atlantique) virginica
D’SILVA et KUREISHY, Mytilus edalis Partie molle 14
1978 (Inde)
HINCH et STEPHENSON, Elliptio Partie molle 134-156
1987 (Canada) complanata
IKUTA, 1968 Huitre Partie molle 250
{Japon) Branchies 330
Muscle 50
Reste 230
IRELAND et WOOTTON, Littorina Partie wolle 92
1977 littorea Gonade + glandes 111
digestives
Reste 87
Coquille 3
KENNEDY, 1986 Perna canmaliculis | Partie molle 70
(New Zeland) Mytilus edulis Partie molle 80
Huitre Partie molle 850
KOGA, 1934 Huitre Partie molle 60
(Japon) Manteau 70
Branchies 135
Hépatopancréas 66
Muscle 43
Reste 115
SCRUDATO et ESTES, Crassostrea Partie molle 135
1976 virginica

Tablean 2 : Répartition du Zinc chez les Mollusques.
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Auteurs Organes Zn m9/kg PS
Foie 80-127
Pancréas 135-250
Rate 135-136
Rein 76-114
KOGA, 1934 Estomac L1
(Mammiferes Intestin 65
superieurs) Coeur 59
Poumon 63
Cerveau 57- 74
Muscle 115
Testicule 65- 99
Glandes surrénales 121
Glandes thyroidiennes 71
Glandes lymphatiques 145
Sang 24
vivoli et Serum 90 ug/100 ml
al., 1987 Urine 43 "
(Chez 1'homme) Cheveux 180 *“

Jablean 3 : Temeurs en Zinc des organes chez les mammiféres

superiewrs et chez 1'homme

non intoxiqués.
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Le nombre de collisions entre les métaux et la surface cellu-
laire externe est un facteur déterminant dans le transport actif
et l'endocytose. Les fortes concentrations des espiéces métalliques
dans l'eau favorisent cette collision. CRIST et al., (1981)
montrent gque les métaux déplacent les protons en s'adsorbant sur
la paroi cellulaire. Cet échange ionique permet de classer les
ions suivant leur force d'adsorption par ordre décroissant! Cu** >
Sr** » Zn** > Mg** > Na*.

I1.2.4. Toxicité dy Zinc

Le Zinc constitue un oligo-élément présent dans tout orga-
nisme vivant et essentiel pour son fonctionnement métaboligue
(Tableau 2-3). |

Cependant, les quantités excessives par rapport aux besoins
biologiques en Zn peuvent exercer une toxicité qui dépend des
conditions physico-chimiques du milieu et de l'espéce. C'est en
fait, envers les organismes aquatiques que la toxicité du Zn est
la plus grande mais généralement cet effet est différé ; les poi-
ssons soumis a une pollution accidentelle en Zn ne meurent que
quelques jours aprés (BREMOND et FERRODON, 1979).

I1.2.4.1. Toxicité générale

Chez les mollusques, les premiers effets du Zinc se mani-
festent au niveau comportemental. Une augmentation de la concen-
tration du métal dans le milieu entraine une fermeture des valves
plus ou moins longue suivant la concentration métallique (DOHERTY
et al., 1987), Ceci est a la hase d'un test de toxicité développé
chez les bivalves., A 500 ppmm de 2n, il y a inhibhition de
l'activité de fouissement chez Macoma balthica (ELDON et al.,
1980).

Les fortes teneurs et les expositions prolongées au Zn,
entrainent la mortalité des organismes. Les différents tests sur
invertébreés aquatiques ont donné les valeurs de CL50 reportées
dans le tableau 4

Dans la littérature, les valeurs de CL50 permettent de clas-
ser d'une part les ions métalliques suivant leur degré de toxicité



_19_

Auteurs Espéces CL 50 Zn Ordre décroissant de toxi-
N ppA Ccité des métaux lourds
ABEL, 1976 Mytilus sp 9% h : 7.8 Cu:2n
AMIARD-TRIQUET| mpv/tiTus edalis 96 h : >5,0 Cu>Cd:>2Zn
et al., 1986
CALABRESSE et |Mercenaria 0.166 Hg > 8i > Zn > Ni > Pb
al., 1974 sercenaria
D'SILVA et M{t.i.lu_s 48 h : 2,31 Cu > 2Zn
KUREISHY, 1978 [viridis
WATLING, 1981 |(Perna perna 43j:>»1,2
Chlarowytilus 213:>0,2 Cu>Fh>Cd>2n
seridinalis i
Crassostrea sar- 43:>2,5
garitacea . .
Crassostrea gi- 21j:>0,5
gas
NEBEKER et Physa gyrina 9% h : 1,27 Cu>Ni>2n
al., 1986 (gastéropode) 30 3 0,771
MARTIN et al., dsellns aqua- 9% h : 18,1 Hg > Cd > Al > Cu > Zn
1986 tices (isopode)
- 9% h : 19,3 P>N>Mma>0r
ldis
(amphipode)
POMMERY et ia magna 3 j: 0,05 Cd>Cu>Za
al., 1985 (crustacé infé-
rieur)
|
Iablean 4 : Valeurs de CL 50 du Zinc chez les invertébrés aquatiques d'eau douce ow

marine.
(k = heures et j = jours)



-20-

et, d'autre part, les organismes selon leur degré de sensibilité.
Le tableau 4 permet de faire les observations suivantes !

#- Vis-a-vis du Zinc, les bivalves du genre Mytilus ont
une sensibilité intermédiaire entre celle des gasté-
ropodes comme Physa gyrina et celle des crustacés du
genre Asellus, Parmi les exemples donnés, les
Daphnies sont les plus sensibles au 2Zn.

#- Par rapport aux autres métaux lourds, le Zn a un
degré de toxicité moyen vis-a-vis des mollusques,
toxicité qui reste toujours inférieure a celle du Cu
du Pb et du Cd (WATLING, 1981).

L'effet des métaux lourds dépend aussi de 1l'3ge des indi-
vidus. C'est pendant les stades embryonnaires et larvaires que les
mollusques sont les plus sensibles (CALABRESE et al., 1974)

I1.2.4.2. Toxicité métabolique

Au niveau métabolique, le Zinc réduit l'activité de filtra-
tion chez de nombreux bhivalves. Chez les moules, ABEL (1976)
montre que la concentration qui réduit de moitié le taux de fil-
tration (CRFS50), est de 1,6 ppm pour le Zn, alors que elle est de
0,15 ppm pour le Cu, Chez d'autres bhivalves plus sensibles, cette
constante atteint a peine 1 ppm (WATLING, 1981).

Chez Dreissena polymorpha, le Zn provoque une augmentation de
consommation d‘'oxygéne. Par contre il n'a aucun effet sur l'acti-
vité de filtration méme pour une exposition de quatre semaines a
2ppm de Zn dans le milieu (MOUABAD, 1986; PIHAN et al., 1988)

Chez Macoma balthica le Zn provoque des altérations et des
coupures au niveau des siphons (ELDON et al., 1980). Par contre au
niveau respiratocire, BROWN et al. (1972) ont montré qu’'il modifie
trés peu le taux de consommation d'oxygéne.

Ches Mytilus edulis une diminution du taux de croissance
obtenue & partir de 10 ppb de Zn, peut atteindre 50% de réduction
avec 60 ppb (STROMGREN, 1982).
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Cet effet se traduit aussi par une réduction de l'activité de
la glande byssale ; un taux de 1,8 ppm de Zn réduit de moitié la
production des filaments du byssus chez la moule (ABEL, 1976).

Un effet analogue du Zn et du Pb sur la croissance est obse-
rvé chez le gastéropode: Arion ater (MARIGOMEZ et al., 1986).

D'autres effets secondaires du Zn peuvent &tre observés, tel
que la modification de la sensibilité des organismes aquatiques &
d‘autres stress externes. Une préexposition ou une accumulation
préalable du Zn par Mytilus edulis diminue la résistance de celle
ci a une augmentation de température du milieu ambiant (COTTER et
al., 1982),

Chez 1'amphipode Gammarus pulex, une préexposition de 14
jours a 0,01 ppm de Zn, augmente sa résistance & une intoxication
par le Cd (HOWELL, 1985).

I1.2.4.3. Toxicité cellulaire et mécanismes
d’'action

L'étude de la toxicité au niveau cellulaire permet d'entre-
voir le mode d'action du Zn et de connaitre les mécanismes mis en
jeu.

Chez les protozoaires, on a pu constater que 1 ppm de 2Zn a un
effet stimulateur sur la nitrification, alors que 10 ppm ont un
effet contraire (BREMOND et PERRODON, 1979).

Chez 1'Eugléne, un excés ou un déficit de Zn inhibe toute
activité photosynthétique, respiratoire et de croissance (DE
FILLIPIS et al., 1981, VYMAZAL, 1985).

Chez Chlorella pyrenoidosa, la CL50,, est de 13 ppm
(BRAUWERS, 1982).

Chez les mollusques, au niveau cellulaire la réponse aux
contaminations par le Zn varie suivant les espéces et le type de
cellule considéré. Les éléments figurés du sang sont spécialement
étudiés. Une exposition de Crassostrea virginica 4 1 ou 5 ppm de
Zn, n'entraine pas la destruction des hémocytes et leur habilité
phagocytaire reste intacte (CHENG et SULLIVAN, 1984),

chez les amoebocytes, cellules ultra-spécialisées dans la
fixation des métaux lourds, les teneurs en Zn peuvent atteindre
25000 mg/kg (MARTOJA et MARTOJA, 1984).
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Cependant chez Mytilus edulis, le Zn peut agir au niveau
lysosomial, ce qui peut expliquer la diminution de la résistance
de cette espéce a d'autres stress environnementaux (COTTER et al.,
1982).

Au niveau de la lignée germinale, le 2Zn inhibe le déve-
loppement des ovocytes chez Mytilus edulis et provoque de nom-
breuses lésions des gamétes. Au niveau germinal, le Zn montre une
toxicité plus accrue que le Cd (MYINT et TYLER, 1982).

Chez les bivalves en général, le Zn n'agit ni sur l'activité
ciliaire, ni sur les enzymes respiratoires. Il semble donc que la
toxicité du Zn au niveau respiratoire, passe par son action inhi-
bitrice des processus énergétiques plutét que par les interféren-
ces avec les systémes respiratoires (ABEL, 1976).

Une étude de cytotoxicité in vitro des métaux sur la lignée
fibroblastique caudale des poissons montre que 0,19 et 0,64 mM de
Zn réduisent de 50% la fixation du rouge neutre par les cellules
BF-2 et RTG-2 respectivement. Ce test a permis de classer les mé-
taux lourds par ordre décroissant de cytotoxicité : Si > Hg > ¢d >
Zn > Cu > Co > Ni > Pb > Mn > Cr (BABICH et al., 1986).

Des études de 1l'activité des Mg**, Ca**, Na**, K* et Na'-NH4*-
ATPase de microsomes branchiaux de la truite arc-en-ciel montrent
que, c'est sur la Na‘*NH4**ATPase, que le Zn semble avoir le plus
d'effet. La Mg** et la Ca**-ATPase sont les moins inhibées par des
concentrations semblables en Zn (WATSON et al., 1981).

Au niveau moléculaire, les métaux lourds peuvent agir en per-
turbant la distribution uniforme des charges électroniques II de
l'acide benzoique '@ systéme aromatique représentant un grand
groupe de ligands aromatiques dans les enzymes (LEWANDOWSKI,
1988).

III. MECANISMES DE DEFENSE CHEZ LES BIVALVES

Face aux agressions externes, les organismes vivants mani-
festent une réaction de défense. En cas de contamination par les
eléments métalliques, les bivalves détectent rapidement la présen-
ce de toxique dans leur milieu et réagissent en prenant des atti-
tudes de protection comportementales ou métaboliques.
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Ces réactions se traduisent souvent soit par une diminution
des échanges avec le milieu extérieur, soit par formation de con-
crétions minérales ou synthése de métalloprotéines (Tableau 5)
dans des organes cibles ou en fin, tout simplement, par excrétion
de l'excédent métallique dans le milieu extérieur.

I1X1.1. Réactions comportementales

Chez les bivalves mis en présence d'ions métalliques, la réa-
ction de défense immédiate est la fermeture des valves qui leur
permet de s'isoler de leur environnement (DAVENPORT, 1977
DOHERTY et al., 1987).

Chez Mytilus edulis, une variation continue ou discontinue de
la salinité ou du taux de Cuivre dans le milieu entraine la ferme-
ture des valves et une rétraction des bords du manteau (DAVENPORT
et MANLEY 1978; HVILZON, I983).,

Ce genre de réaction entraine une diminution du taux de
respiration et de filtration , jusqu'a en provogquer 1'inhibition
totale (ABEL, 1976 ; et MANLEY, 1983).

Chez la Dreisséne, une exposition au Zinc se répercute sur le
mode de filtration par un changement net du rythme d'émission des
courants exhalants. De plus, l'ouverture des valves est incompléte
(MOUABAD, 1986).

Un dernier moyen de lutte contre les intoxications par les
ions métalliques, avant leur pénétration dans 1'organisme des mol-
lusques serait la sécrétion de mucus au niveau des branchies et de
l'intestin (BRYAN, 1971).

Chez Mytilus, le mucus permet de fixer 1les formes
particulaires, mais aussi les formes dissoutes parfois préféren-
tiellement (GEORGE, 1980). De ce fait, il joue un rdle auto-
épurateur en favorisant la fixation et 1'élimination d'une partie
des radionucléides avec les pseudofécés (FRAIZIER, 1975).

II1.2. Réactions létaboliques
Quand les mollusques et en particulier les bivalves fixés ne

peuvent pas se soustraire du contact direct ou indirect avec les
ions métalliques présents dans leur environnement, ils les accu-
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mulent & des niveaux variables en fonction du temps et des ions
disponibles (LOBEL, 1987).

L'organisme développe un mécanisme de défense par immobi-
lisation des métaux. Cette immobilisation peut se faire en fixant
ces métaux dans des ooncrétions minérales intra ou extra-cel-
lulaires (BROWN, 1982), ou dans des structures organiques protéi-
ques possédant des sites dont l'affinité est plus ou moins forte
suivant les ions métalliques et le type de protéines mis en jeu
(VIARENGO et al., 1981-1987).

II1.2.1. Concrétions minérales

Il s'agit de concrétions synthétisées par de nombreux orga-
nismes intoxiqués par les métaux lourds et dont la nature chimique
est variable.

Les études analytiques et histologiques ont identifié chez
les mollusques des dépdts métalliques sous plusieurs formes !

#- Forme cristallographique ayant une forme cristallisée
bien définie. Il s'agit d'une vraie biominéralisation
en sphérocristaux (WALKER et al., 1975).

#- De granules amorphes (DOYLE et BLAKE, 1977).

¥- De vésicules limitées par des membranes. Il s'agit
d'une compartimentation qui isole ces ions métal-
liques du reste de l'espace cellulaire ou tissulaire
(GEORGE et PIRIE, 1980).

Chez les hivalves, des concrétions & contenu métallique ont
été signalées chez Mercenaria mercenaria (NEFF, 1972), chez Myti-
lus edulis (GEORGE et al., 1976), et chez Ostrea edulis (COOMES ,
1972),

Les organes & fonction digestive, de stockage, d'excrétion et
ceux en contact direct avec le milieu externe (branchies et man-
teau) sont les sites les plus riches en concrétions métalliques
(GEORGE et PIRIE, 1980 ; ZATTA, 1985),

Les néphrolithes sont le siége d'une forte accumulation de
Zn, Fe, Mg, Mn, Al, Co, Ba, et de Si (SIMKISS, 1979). Ils sont de
bons indicateurs de certaines pollutions métalliques.
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Chez les mollusques, ces deux sortes de piégeage des métaux
lourds par biominéralisation et par compartimentation expliquent
en partie la signification de 1l'accumulation et contribuent a la
compréhension des mécanismes de détoxification intracellulaire des
métaux lourds accumulés (SIMKISS, 1976-1977).

Le devenir de ces concrétions est lié & la capacité de
l'organisme de les excréter vers la lumiére des organes excréteurs
ou vers l'espace inter-cellulaire ou elles peuvent jouer un rdle
important comme réserve minérale (SILVERMAN et al ., 1986).

D'autre part, il peut y avoir immobilisation du métal par
précipitation sous forme de dépdts fortement insolubles. Selon
SIMKISS (1977), cette derniére voie représente une économie d'eé-
nergie par rapport au péééage'déhéwles cellules.

Récemment MARTOJA (1988) a montré l'importance des précipités
d‘'argent sous forme de sulfates chez les polychétes et les mollus-
ques.

III.2.2. Les métalloprotéines (MP)

On distingue deux catégories de métalloprotéines qui
différent tant par leurs propriétés physico-chimiques et bio-
chimiques que par leurs fonctions métaboliques dans 1'organisme
Les métallothionéines et les métalloprotdines non métallothio-
néines,

II1.2.2.1. Métallothionéines (MT)
II1.2.2.1.1. Définmition

Ce sont des protéines & forte affinité vis-a-vis des métaux
lourds, d'ou leur forte teneur en Cd et en 2n . Mais les trois
propriétés fondamentales qui les caractérisent des autres métal-
loprotéines sont (MARGOSHES et VALLEE, 1957):

#- Le faible poids moléculaire : environ 10 000

#- La composition en acides aminés riches en cystéine
(de l'ordre de 30 X des résidus acides aminés), et
dépourvue d'acides aromatiques et d'histidine,

#- Le spectre d'absorption en ultra-violet & 250 nm .
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IIT.2.2.1.2. Répartition

Les MT sont largement réparties dans le régne animal et végé-
tal. Actuellement de nombreux travaux s'y intéressent dans 1'ob-
jectif de déterminer leur fonction “normale" et leur métabolisme
(ONOSAKA et al1., 1984 ; ENGEL, 1987).

Des protéines, dont les propriétés biochimiques les rap-
prochent beaucoup des MT, ont été isolées de 1'homogénat de foie,
de reins et de muqueuse intestinale des mammiféres (CASTERLINE et
al., 1975 ; ONOSAKA et al., 1983), des poissons (BROWN, 1977 '
BRADLEY et al., 1985 ; OLSSON et HAUX, 1985) et des crustacés
(ENGEL, 1987).

COSSON et al., (1986) ont mis en évidence des protéines de
type MT chez deux invertébrés des sources hydrothermales ; le po-
gonophore Riftia pachyptila, et 1'annélide polychéte Alvinella
pompejana, avec uns forte concentration dans les tissus riches en
bactéries,

Plusieurs auteurs montrent la présence dans les tissus de bi-
valves exposés aux métaux lourds : Cu, Cd, Hg, Mg et probablement
le 2n, d'une protéine soluble & faible poids moléculaire, capable
de complexer ces cations métalliques (NOEL-LAMBOT et al., 1978 ;
VIARENGO et &l1., 1980-1981 ; ROESIJADI, 1980 ; LOBEL et PAYNE,
1984). Mais chez Mytilus edulis, le suivi du métabolisme du Zn,
aprés contamination, ne montre pas de Zn-métallothipnéines, ni
dans les voies de fixation, de transport ou de stockage, ni dans
les tissus d'excrétion (GEORGE et PIRIE., 1980).

III.2.2.1.3. Induction et wétabolisme des MT

Les données disponibles & présent sur les bhivalves cosmo-
polites indiquent qu'une exposition principalement au Cd, métal
xénobiotique toxique et au Cu, métal hormétique, déclenche 1'in-
duction de néosynthése des thionéines capables de complexer ces
métaux sous une forme non cytotoxique (TALBOT et MAGEE, 1978).

Chez Cardium sp., COSSON (1987) a observé que la teneur en
métallothionéine dans la partie molle est corrélée & sa teneur en
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Zn., Ce dernier apparait comme un inducteur primaire pour la syn-
thése des MT.

Chez ces organismes, quatre tissus principaux sont le siége
d‘'une grande concentration de protéines de type métallothionéines
; le systéme digestif, les branchies, les reins et secondairement
les éléments figurés du sang (les amoebocytes en particulier)
(JULSHMAN et ANDERSON, 1983 ; VIARENGO er al., 1981b-1982 ;
GEORGE, 1983 ; MARTOJA et MARTIN, 1985).

Pour déclencher cette induction, les métaux semblent agir au
niveau nucléaire ou en stimulant la translation de 1'ARNm thio-
néine au niveau ribosomal (VIARENGO, 1985).

Au niveau cellulaire, la présence des MT est souvent liée a
des caractéristiques ultrastructurales, telle que 1'observation
des lysosomes qui seraient le siége de leur dégradation (MARTOJA
et MARTOJA, 1984). Cette dégradation des MT au niveau des lyso-
somes II donne lieu & des lysosomes III, corps résiduels riches en
protéines, en Ca, en Cd et en groupements sulfohydrilés (GEORGE,
1983).

Au niveau tissulaire, la fonction physiologique qui lie les
compartiments hépatiques, rénaux et sanguins est la filtration a
travers les glomérules rénaux, ce qui permet au sang de se débar-
rasser de sa charge en Cd-MT (SQUIBB et al., 1979).

I11.2.2.1.4. ROles des MT

Le réle le plus certain des MT chez les mammiféres est de
fixer le Cd et donc d'annuler sa toxicité. Ceci a é&té verifié
aussi pour le Zn et le Cu chez le rat et la souris en particulier
(ARIZON, et al., 1982 ; ONOSAKA et al. , 1983-1984).

Ainsi les MT permettent d'augmenter la tolérance .des orga-
nismes exposés aux métaux, soit en fixant l'excés métallique au
niveau de la muqueuse intestinale si la contamination a eu lieu
par voie orale, c‘est le cas chez les mammiféres (LEDERER, 1985),
soit en immobilisant cet excés métallique au niveau hépatique,
sanguin ou rénal si la contamination est directe (BRADLEY et al.,
1985 ; VIARENGO et al., 1987). Dans ce cas, bien que la concen-
tration métallique dans la cellule puisse é&tre anormalement
élevée, la plupart des métaux existent sous une forme non toxique,



-29-

fixés aux thionéines néosynthétisées. C'est seulement dans le cas
ou le flux entrant des métaux vers les cellules excéde la quantité
des MT synthétisées, que la toxicité cellulaire a lieu.

Les propriétés et la nature inductible des MT impliquent que
ces protéines possédent une fonction protectrice vis-a-vis de
l'effet toxique des métaux, chez les mollusques aussi (NOEL-LAMBOT
et al., 1978-1980)

Contrairement au rdle toxicologique et physiologique favo-
rable des MT, du point de vue écologique, nous devons leur attri-
buer un réle néfaste, dans la mesure ou en favorisant la fixation
des métaux par les organismes, donc leur accumulation, elles
augmentent le risque de contamination des animaux occupant les
échelons supérieurs des chaines alimentaires. Les MT sont donc des
facteurs qui amplifient la biomagnification.

III.2.2, Les métalloorotéines (non métallothionéines)

Ce sont des complexes métal-protéines, qui ont un poids molé-
culaire élevé ou moyen (>10000), et qui absorbent 1'ultraviolet &
280 nm du fait de la présence des acides aminés aromatiques.

Dans cette catégorie, nous classons toutes les métallo-
enzymes caractérisées par le fait que le métal leur est lié d'une
maniére trés stable et qu'il ne s'élimine pas lors de la purifi-
cation (LEDERER, 1985).

Le Zinc joue un rdle dans ces systémes enzymatiques. Chez
1'huitre, neuf métalloenzymes du Zn ont été identifides dont
1'anhydrase carbonique, la phosphatase alcaline, la carboxypep-
tidase A, la déshydrogénase malique et 1'x-mannosidase (WOLFF,
1970 ;, COOMBS, 1972).

D'autres métalloenzymes zinciques ayant un rdle fondamental
dans les équilibres métaboliques et les transferts ioniques cel-
lulaires, ont été isolées chez les mammiféres ( MARTOJA et MARTIN,
1988).

Chez le Nereis diversicoclor, polychéte marin, NEJMEDDINE
(1987) a confirme l'existence de deux protéines capables de com-
plexer le Cd, l'une de haut poids moléculaire et 1l'autre de faible
poids moléculaire (MPII).
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III1.3. Excrétion

D'autres fonctions physiologiques normales permettent a
l'organisme de se débarrasser de ses charges métalliques excéden-
taires. On note principalement:

#- La formation et le rejet périodique de l'exosquelette
chez les crustacés (ZATTA, 1985); la formation de la
coquille chez les mollusques (NEFF, 1972).

#- La défécation, l'exocytose des granules rénaux dans
l'urine et la diapédése des amoebocytes (BRYAN, 1971;
GEORGE et PIRIE, 1980) chez les mollusques.

#- L'émission de gamétes chez la femelle des mollusques.
Chez Mytilus edulis, LOBEL et WRIGHT,(1982) trouvent
une charge excessive en 2Zinc dans les gonades
femelles.

La décontamination peut s'effectuer aussi & travers la surfa-
ce du manteau et des branchies par suite du phénoméne de diffusion
ou d'exocytose (BRYAN, 1971).

La cinétique du relargage des métaux lourds et du Zn en
particulier, est un phénoméne biologique lent par rapport i leur
accumulation (SCRUDATO et ESTES, 1976 ; RIISGARD et al., 1985).
Elle se déroule en plusieurs phases, variables en nombre, suivant
les espéces métalliques et les organismes considérés: 2 pour le
2n%% ches Mytilus edulis, Mytilus galloprovinciallis, Cardium
glaucum, et chez le poisson Cyprinus carpic (BAUDIN, 1977b-1985);
3 pour le Zn% chez Mytilus edulis (FRAIZIER, 1975) et ches
Gammarus Homarus americanus (WAIWOOD et al., 1987).

Les mémes caractéristiques de la cinétique de relargage ont
été vérifides expérimentalement chez Dreissena polymorpha pour le
Cd (BIAS et KARBE, 1985) et in situ, pour le Zn et le Pb (LEGLIZE
et CROCHARD, 1987).

Les caracteristiques physico-chimiques du milieu agissent
considérablement sur la cinétique de relargage métallique par les
organismes aquatiques (JONES et al., 1986).

D'autre part, cette cinétique de relargage dépend aussi des
voies d'intoxication (directes ou trophiques) et de la nature du
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sel métallique utilisé lors de la contamination (BAUDIN, 1977a
BOUDOU, 1982),

La plupart des travaux se sont intéressés & la bioaccumu-
lation pour tester la toxicité des métaux lourds et mieux
comprendre les mécanismes ainsi que les facteurs biotiques et
abiotiques mis en jeu.

Le contrdle de la qualité de l'epau & l'aide d'organismes
"sentinelles” dans les sites 4 haut risque de contamination a
beaucoup encouragé cette premiére voie de recherche. Les données
sur l'excrétion des métaux lourds par les organismes aquatiques
restent donc largement déficitaires.

[
14
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II€8® PARTIE : MATERIELS ET METHODES
I. MATERIELS BIOLOGIQUES
I.1. Dreissena polymorpha (Fig. 4)
Ce bivalve, utilisé comme support biologique pour les tests
écotoxicologiques, a une appartenance systématique aisément iden-

tifiable.

I.1.1. Svstématigue

- Embranchement: Mollusque

- Classe + Lamellibranche (bivalve, acéphale)
- Ordre : Eulamellibranche

- Super famille: Dreissenoidae

- Classe : Dreissenidae

- Genre . Dreissena )

- Espéce : polymorpha (PALLAS 1771)

Communément appelée moule zébrée ou migratrice, elle se
caractérise morphologiquement par une coquille mytiliforme et
équivalve, d'une couleur verditre ou brunitre, ornée de bandes
brunes disposées en zig-zag et garnie de stries de croissance
(fig. 4).

Le manteau présente une ouverture pédieuse et deux courts
siphons ciliés ; le siphon inhalant et le siphon exhalant.

I1 faut noter que les importantes capacités d'adaptation de
cette espéce constituent une caractéristique fondamentale.

Selon MORTON, (1969), 1l'espéce présente de nombreux
caractéres primitifs parmi lesquels !

*- La possession d'un "stade véligére libre"
#- Une glande byssale fonctionnelle
#- Une simple fusion de manteau
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I.1.2. Rappel biologigue et phvsioloagigue

Du point de vue biologique, les animaux sont bisexués avec
quelques cas d'hermaphrodisme (WALZ, 1978; TOURARI et al., Sous pres-
se) . La fécondation est externe et les oeufs donnent naissance a
une larve trocophore puis & une larve véligére nageuse grice &4 un
velum (fig. 4).

Le passage & un stade benthique se fait parallélement au
développement de la coquille et se termine par la fixation des in-
dividus, avec une mortalité de 99% (LEWANDOWSKI, 1976).

La maturité sexuelle est généralement atteinte i la fin du
premier hiver chez les animaux dont la taille est de 9 & 10mm
(WALZ, 1978).

La reproduction commence au printemps et s'étale durant la
saison chaude. C'est la température qui déclenche le processus
avec un seuil qui varie de +12°C & +16°C suivant les auteurs
(BREITIG, 1969 et KORNOBIS, 1977).

WALZ, en 1978, a montré expérimentalement 1'induction chimi-
que de la ponte, ce qui permet une synchronisation et une plus
grande probabilité de fertilisation.

I.1.3. Exigences écologigues

La Dreisséne a une grande répartition spatiale et connait une
grande expansion géographique, ce qui fait d'elle 1l'objet de
nombreuses études, visant 4 déterminer ses caractéres biologiques,
physiologiques et écologiques.

L'utilisation expérimentale au laboratoire exige d'éviter les
stress qui peuvent perturber la physiologie et le comportement
normaux de l'animal donc de rester dans les limites de .tolérance
de l'espéce sinon & son optimum.

Parmi les facteurs les plus importants, on note les proprié-
tés physico-chimiques du milieu et le facteur nutritionnel.
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I.1.3.1. Facteurs physico-chimiques

I.1.3.1.1. La température
" "
La Dreisséne vit bien entre +13 et +15°C, Sa reproduction et
sa croissance exigent une température supérieure & +10°C,

Au laboratoire, WALZ en 1978, a défini un optimum de crois-
sance entre +10 et +15°C. La TL50,,, est de +32,7°C (TOURARI, 1988)

Ill-3|1-2| Lem

In situ, la Dreisséne est rencontrée méme dans des cours
d'eau dont le pH atteint 9 (NOURISSON et al., 1986). Par contre,
elle est trés sensible aux pH acides.

Les essais de lutte chimique contre l'expansion de la Dreis-
séne dans les conduites de distribution d'eau potable montrent que
la Dreisséne a une sensibilité plus grande que d'autres
mollusques, pour certains acides (PROTEAU et LABAT, 1979).

Enfin, le taux de filtration chez la Dreisséne dépend beau-
coup des valeurs de pH dans le milieu (MORTON, 1971).

I1.1.3.1.3. L Oxvadne dissous

('est une espece peu oxyphile, qui résiste bien aux mauvaises
conditions d'oxygénation en développant des mécanismes métaboli-
ques adaptés (BIRGER et MALAKEVSKAJA, 1978).

La prise d'oxygéene s'effectue par les branchies mais le man-
teau joue aussi un grand rdle dans cette fonction (MORTON, 1969).

I.1.3.1.4. L3 dureté

L'optimum se situe entre 25 et 125 mg de Ca/l., La Dreisséne a
une tolérance assez large vis-a-vis de ce facteur mais au-dessous
de 20 mg de Ca/l, l'animal ne peut survivre.
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I1.1.3.1.5. La salinité

La moule zébrée est une espéce euryhaline puisqu'elle suppor-
te une salinité allant de 0 a 17"'/. (ZHADIN, 1952), mais elle ne
supporte pas une teneur en chlorure supérieure 3 250 mg/l (WOLFF,
1970).

I.1.3.1.6. Le courant

En général, elle ne supporte pas les forts courants d'eau. En
gone lacustre littorale peu profonde, le mouvement des masses
d'eau peut empécher la fixation par une augmentation significative
des matiéres en suspension (STANCZYKOWSKA etal 1975 ){uu rejeter les
larves sur les rives des lacs.

Ce facteur est la cause de densités de populations de
Dreisséne plus faibles en eau courante.

I1.1.3.2. Facteur nutritionnel

Au sein de la chaine trophique, la Dreisséne se situe au
niveau des consommateurs de 1°T ordre. C'est un filtreur discontinu
a régime alimentaire de type microphage.

L'eau et les particules alimentaires en suspension (bacté-
ries, algues, diatomées, oeufs et larves d'invertébrés, détritus
et fibres végétales...) sont acheminées vers les hranchies par
l'intermédiaire du siphon inhalant qui joue le réle de premier
filtre. Au niveau branchial, une partie des matiéres en suspension
est dirigée vers le tractus digestif. Le reste agglutiné par le
mucus constitue les “pseudo-fécés" expulsés i 1'extérieur par le
siphon inhalant. L'activité ciliaire détermine les différents
courants | respiratoires, nourriciers et excréteurs. Ce mécanisme
a été particuliérement étudié par MORTON, 1971,

Le facteur nutritionnel a un grand effet sur la répartition
et la croissance de la Dreisséne.

La composition biochimique et la taille des particules du
phytoplancton influencent é&galement le taux de filtration et
d'assimilation (MORTON, 1971 et MATTICE et al., 1972).
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Auteurs Bivalves Qualité de nourriture Quantité de nourriture
MATTICE et al.,| Oreissena | Seston : dominamce d‘algues| 20-40.10% cell./ml
1972 polymcrpha | blewes et de diatomées
WINTER Mytilas Danaliella marina Butcher 20-40.10% cell./al
1975 edulls
ST . | Dreissena | Planctons: diamdtres 1 p
1977 polyeorpha
BIRGER et MALA-| Dreissema p| Microcystis aeruginosa 10 & 25 g PE/1
KEVSKAJA, 1978 | Dreissena b 10 & 25 g PE/1

sabba p 10 a 25 g PF/1
D'SILVA et XU- | mstilus Synecosystis sp 4.10% cell./ml
REISHY, 1978 viridis
WALZ, 1973 Dreissena | Diatomée sp 0,1-0,5 de carbone/l
polymorpha
COSSON, ) Mytilus | Platywomas smecia : 0,1-0,5 de carbone/l
1979 “egulis | (lyophilis)
TEN WINKEL et | Mreiscema | Diatomées 0,1-0,5 de carbone/l
DAVIDS, 1982 polymorpha 15-40 p
GILLET et al., | Dreissema | Scenedesmus quadricanda 0,1-0,5 de carbone/1
1982 polyworpka | Scenedesmus sabspiculatus
FRITZ et al., Crassostrea | Coccoides-flagellés
1984 virginica Dia ceantriques et 0.1-0,5 de carbone/l
(larve) pennales
STROMGREN et Mytilus Isochrysis g.
CARY, 1984 edulis Tetraselmis s. 2,5-20.104 cell./ml
Thalassiosira p.
HIS et al., Crassostrea | Isochrysis aff.g. 5§0.103 cell./nml
1985 virginica |ow Cdactoceros C.
(larve) ’
FOE et KNIGHT, [Corbicula Ankistrodessus + sédiment 5.10% cell./ml
1885 fluviatilis
FOE et KNIGHT, [Corbicula  |Clorella velgaris 9.105 cell./ml
1986 fluviatilis |autres sp algales
Jableay 6 : variation quantitative et qualitative de la nourriture chez les bivalves.

PF: poids frais

cell: cellule.
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Pour l'expérimentation au laboratoire, le probléme de la
nourriture des hivalves filtreurs reste une difficulté primordiale
a résoudre. Il faut réaliser des cultures d'algues unicellulaires
dont la nature spécifique et quantitative est trés variable sui-
vant les auteurs (Tableau 6).

Ces cultures étant onéreuses, beaucoup de chercheurs utili-
sent des aliments organiques artificiels : sang, farines végétales
ou animales, algues broyées ou lyophilisées (MASSON, 1976, LANGDON
et BOLTON, 1984).

Cependant, la plupart des études entreprises sur la filtra-
tion et le suivi de la croissance de la Dreisséne et des bivalves
en général montrent que le meilleur rendement est obtenu en uti-
lisant comme nourriture les cultures d‘'algues unicellulaires
(MASSON, 1976 ; FOE et KNIGHT, 1985-1986).

Selon STANCZYKOWSKA (1977), la Dreisséne préfére les parti-
cules de petite taille sans toutefois descendre au-dessous de 1
um, car un minimum de turbhidité est nécessaire & la stimulation
des récepteurs sensoriels (MORTON, 1971).

Une étude au laboratoire sur le rdle des systémes de sélec-
tion successifs, d'abord dans la cavité palléale puis dans l'esto-
mac de la Dreisséne, a montré qu'il y a une préférence des parti-
cules d'une taille de 15 & 40um . SECCHI (1984) a par ailleurs
montré que le tri au niveau de l'estomac influence trés nettement
la biocaccumulation métallique dans la glande digestive, selon
qu'il y a ou non transit dans les diverticules digestifs.

Par ailleurs, ce systéme de sélection fonctionne plus effica-
cement en présence de simples mixtures algales qu'en présence du
plancton du lac (TEN WINKEL et DAVIDS, 1982).

En utilisant des monocultures d'algues d'unicellulaires, la
meilleure croissance pondérale est obtenue en utilisant 4,104
cell./ml pour Mytilus edulis, 5.10% cell./ml & 9.10% cell./ml pour
Corbicula fluminea (WINTER, 1975 et FOE et KNIGHT, 1985-1986).

Le seuil supérieur est de 1,100 cell./ml. Cette quantité a
été retenue pour nourrir les dreissénes avec une monoculture de
Chlorella vulgaris (voir chapitre I-2),
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1.2. Chlorella vulgaris

La souche utilisée est répertoriée 211/11b au centre d'algues
et de protozoaires de Cambridge. Elle peut étre procurée par d'au-
tres algothéques.

La chlorelle est un eucaryote unicellulaire dont la systéma-
tique est la suivante !

Espéce i chlorophytes
Classe . chlorophycées

So0us classe ! chlorophycidés
Ordre . chlorococcales
Famille ! ocystacées

Genre « Chlorella

Espéce + vulgaris ( 211/11b)

Le choix de la nourriture a été guidé par deux caracté-
ristiques !

*- les propriétés morphologiques : la chlorelle est une algue
unicellulaire solitaire, non flagellée de forme ellipsoidale ou
sphérique. A 1'état adulte, sa taille varie entre 2 4 10um, ce qui
se rapproche beaucoup de la classe de taille préférentielle de la
Dreisséne (MORTON, 1971 : STANCZYKOWSKA, 1977 et TEN WINKEL et
DAVIDS, 1982), De plus, la paroi algale est mince, ce qui facilite
son ingestion,

%¥- les propriétés écologiques ! c'est une espiéce commune dans
les éaosytémes limniques, ce qui indique que cette algue n'a pas
d'exigences nutritionnelles trés strictes en ce qui concerne des
nutriments principaux et les substances de croissance.

C'est une espéce qui n'est pas thermophile et dont le pH mi-
nimum de croissance est de 4. En absence d'oxygéne, elle développe
une activité anaérobie.

Sa culture intensive est donc relativement facile & réaliser
et de nombreux chercheurs 1'ont utilisée pour la nutrition des
daphnies (MUGEL et FERARD, 1978 ; BELKHADIR, 1979 ; BOUDOU, 1982;
FERRARD, 1987) et des bivalves (FOE et KNIGHT, 1986).
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II. DISPOSITIF EXPERIMENTAL (Fig. 5-6)

Des essais nous ont amené i choisir un dispositif constitué
de deux bacs en polyethyléne communiquant par un pont en PVC sou-
ple.

Dans chaque bac de 15 litres, les moules sont placées sur un
support en PVC rigide perforé pour faciliter une bonne circulation
de l'eau du milieu,

Une pompe d’aquarium (EHEIM) relie les deux bacs de la méme
unité et assure ainsi une bonne homogénéisation au sein de 1'unité
expérimentale,

Le milieu de ce systéme dynamique fermé est changé tous les
48 heures. Au cours de 1'expérience en vue d'étudier l'interaction
Zn/Pb, le changement est effectué toutes les 24 heures pour
limiter les pertes métalliques dues principalement & la précipita-
tion et a4 1'adsorption des deux métaux sur les surfaces du dispo-
sitif.

III. MODALITES DE CONTAMINATION

L'apprache écotoxicologique en laboratoire se heurte i deux
problémes majeurs : celui du choix des stations témoins pour pré-
lever les animaux témoins et celui du choix des concentrations
d'intoxication. C'est pourquoi une premiére étude a porté sur la
résolution de ces deux aspects.

III.1. Choix de la station témoin

Pour rechercher une station naturelle pouvant fournir des
moules témoins, nous avons fait une prospection sur le réseau du
bassin de la Moselle en prélevant des échantillons d'eau et de
moules pour analyser les teneurs en métaux,

Suivant le bilan analytique global (tableau 7), la station de
Villey-le-Sec dont les moules montrent une charge métallique
moindre, a été retenue. Cette station est située en amont de
plusieurs rejets sidérurgiques responsables de contamination
métalliques (NOURISSON, 1985),
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PARAMETRES VILLEY-LE-SEC | POMPEY ECHELLE & poisson| DOMPEY CANAL
PF g 1100.22400.8 760.4+104.6 849.95190.0
PS ng 170.5s 10.5 80.9+ 20.9 79.82 19.0
PS/PF 4% 15.5: 3.3 10.6s 2.5 9.4e 2.1
|z werkg 158.9+ 45.5 179.9+ 17.4 129.3s 27.4
HER LT 6.5+ 1.9 14.5s 3.4 14.62 8.4
s|cr warkg 1.5+ 0.9 3.8¢ 1.0 2.5s 0.6
2|cu makg 15.0¢ 5.0 20.1s 9.9 18.9: 5.3
“lre myxg 55.9: 9.5 190.9+ 9.1 199.8+ 19.7
Zn mg/l 0.1520.05 0.1820.03 0.1320.01
Cu g/l 0.0220.01 0.0230.01 0.02+0.01
Fe mg/l 0.1020.02 0.1020.02 0.1220.02
E Chlore total 0.1520.04 0.170.01 0.1520.01
/1
Conductivité 0.2720.07 0.3120.01 0.3320.03
Dureté totale 195.025.0 285.0+5.4 240.0230.0
m9/1 Ca CO,

Iableau 7 : Données analytiques sur les trois statioms (Choix de station témoin).
PF et PS : poids frais et poids sec. '

Chlore total Zn total Dureté totale Conductivité pH
Paramétres ng/1 ug/1 mg CaCo3/1 msS/cm
Avant la 20,0+5,0 150,0:50,0 | 260,0+10,0 0,45+0,10 7,620,4
filtration
Aprés la 0,0+0,0 50,0210,0 | 200,0+20 0,4020,10 8.0:0,2
filtration
Tableau 8 :

%1%& de 1'eau de conduite avant et aprés la filtration sur charbon
if.

On note les effets favorables : déchloration et élimination du Zinc.
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De plus, la récolte des moules au niveau de cette station est
aisée, vu la grande densité des peuplements et l'acces facile en
toute saison.

III.2. Salle d'expérimentation

Il s'agit d'une piéce de 20m? qui a été aménagée et réservée
exclusivement aux essais d'intoxication sur la moule.

Le contrdle de la photopériode est assuré par une minuterie
réglahle manuellement avec une précision de 15mn, 1l'intensité de
la lumiére étant de 1500 lux.

I11.3. Eau du milieu

Nous avons utilisé l'eau de conduite déchlorée par filtration
sur colonne & charbon actif (Fig. 7), car le chlore de l'eau de
ville peut causer , comme nous l'avons vérifié, une mortalité.

L'eau déchlorée d'une qualité légérsment différente par
rapport a 1l'eau de conduite initiale (tableau 8), est mise en ré-
serve dans un grand bac de 300 1, 24 heures avant chaque change-
ment de milieu. Pendant ce temps de stockage, l'eau déchlorée est

oxygénée et amenée a la température voulue pour les expériences.
I11.4. Conditions expérimentales

Nous avons pris en considération les exigences écologiques
citées précédemment afin de pouvoir travailler dans les conditions
optimales ou tolérables pour la Dreisséne.

Le milieu est oxygéné par un diffuseur d'air placé dans
chaque bac. Un thermoplongeur immergé dans chaque unité permet de
maintenir la température voulue.

Les conditions d'expérimentation sont les suivantes :

TeC = 19 + 1°C
DH = 0;2 * 004
Oxygene dissous > 80 X de saturation

Débit = 2,5 1l/mn
Dureté totale = 220 :+ 20 mg de CaCOy/1
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Fau déchlorée
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Conductivité = 0,4 + 0,1 mS/cm
III1.5. Choix des concentrations en Zn

Les concentrations les plus élevées (2 et 4ppm) ont &té choi-
sies pour deux raisons:

*- d'une part pour dépasser les valeurs en Zn détectées sur
le terrain, en prévision des problémes futurs susceptibles de se
produire accidentellement au voisinage des sites miniers et indus-
triels, en effet les concentrations en Zinc dans les stations
recevant une pollution métallique peuvent atteindre 10°ppm Zn
total/l, mais la fraction dissoute reste largement inferieure a
lppm.

¥- d'autre part pour pouvoir accentuer d'éventuels phénoménes
difficilement détectés aux concentrations les plus basses.

Une premiére étude a permis de détérminer 1la CL50 (concen-
tration létale pour 50 % des individus des lots testés) dont la
valeur est présentée dans le chap. II. des résultats.

La contamination des milieux se fait par dilution d 'une solu-
tion mére d'acétate de Zn & 10% ppm dans 1'eau distillée acidifiée
a 1%, Ce sel de 2Zn est trés soluble et ne présente pas les incon-
vénients du chlorure de Zn enrichissant le milieu en chlorures.

II1.6. Préparation de 1la nourriture

Pour tester l'effet de la nourriture sur les processus de
biocaccumulation et de relargage du Zn par les moules, nous avons
réalisé un essai de contamination en nourrissant ces derniéres
environ quatre heures toutes les 48 heures par des cultures mono-
spécifiques de Chlorelles, en dehors des périodes de contami-
nation,

Pour avoir des solutions algales suffisantes, des cultures en
continu ont été réalisées parallélement aux essais de contami-
nation des moules.

Le milieu de culture utilisé est celui de LEFEVRE-CZARDA
(milieu LC) modifié par incorporation d'oligo-éléments retenue par
la norme AFNOR (1980).
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- Solution de hase :
Ca (N03)p, 4 Hpd 40 ng
K Nog 100 mg
Mg S0,, 7 H0 30 mg
X, HPO, 40
H,0 asp 1000 nl

- Solution d°0ligo-6élégents I : :
Cu S0,, § Hy0 0.3 ng
(NHy)g Moy O34 " 0.6 wg
Zn S0,, 7Hy0 0.6 ng '
Co C1,, 6H,0 0,6 ng
MR (NO3),, 4 Hn0 0,6 mg
CHaCr. Hy 0.6 g
Hy Bog 0,6 ng
H0 qsp 10 a1

- Solution d'oligo-éléments IX :
Citrate de Fer 16,25 mg
Sulfate de Fer 6.25 g
Perchlorure de Fer 6,25 mg
Hp0 asp 10 ml

Tableau 9 : Composition du milieu de culture des algues (Chlorella vulgaris).

Milieu de LEFEVRE-CZARDA, modifié par 1'incorporation de 2 solutions
d'oligo-éléments (0,5 ml de chaque solution par litre de solution de
base).
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Ce milieu est préparé a l'aide de 3 solutions de base con-
centrées (tableau 9). Il est ensuite stérilisé dans un autoclave
pendant 20 minutes a +120°C, puis stocké dans la chambre froide 16
heures au minimum avant 1'ensemencement. Ce dernier est effectue
stérilement & proximité d'une flamme, dans des ballons en verre
d'une capacité de 2 litres 4 moitié remplis par le milieu de cul-
ture, bouchés & l'aide de coton cardé.

L'eau utilisée pour la confection du milieu de culture est
une eau déminéralisée puis monodistillée.

La verrerie est nettoyée par lavages successifs & 1'aide de
détergents, puis avec de l'pau distillée acidifige. Un rincage
final est effectué & 1'eau distillée (2 fois).

Les cultures algales sont réalisées dans une chambre thermos-
tatée d'une température de 20 + 1°C. Elles recoivent un flux lumi-
neux de 1500 lux. La photopériode est de 16 heures de lumiére et 8
heures d'obscurité. L'aération permanente assure une agitation des
cultures,

Une semaine avant le démarrage des contaminations, le repi-
quage des cultures est réalisé réguliérement en continu toutes les
48 heures pour que la nourriture soit préte & chaque changement de
milieu:! toutes les 48 heures. Chaque culture algale utilisée est
dgée de 7 jours.

Au moment de l'arrét de chaque culture, deux é&chantillons
sont mis de coté ; 1l'un sert au comptage de la concentration cel-
lulaire, l‘'autre au repiquage. Le reste est centrifugé pour élimi-
ner le surnageant. Le culot algal est fourni aux moules aprés une
remise en solution dans de 1'eau déchlorée,

Les numérations algales sont faites au Compteur de cellules
qui est recommandé par 1'OCDE (1983) pour ce genre de comptage
cellulaire.

La Chlorelle se préte relativement bien & la numération au
Compteur de cellule car la suspension algale est trés homogéne et
ne forme pas d'amas importants.

Au comptage, on procéde & une dilution de 50 ul dans 25 ml
d'électrolyte, avec un minimum de 3 comptages successifs pour cha-
que échantillon algal.

Un blanc (électrolyte seul) est réalisé avant tout comptage
et il en est tenu compte dans les calculs,
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Techniques Spectrométrie d'adsorption| Polarographie 3 impul-| Colorimétrie
atomique sion différentielle |(BRADFORD,1976)

Critéres de flamme de four
Eléments dosés |Zn,Cu,Fer Pb métallothionéines protéines

ca (équivalents) totales
Sensibilité 5.10-9 a §.10-9 & 1,29.10-9 M §.10-6
maximale $.10-5 §.10-5
Erreur relative
pour la concen-| 1 % 17 — -
tration optimal
Interférences rares rares - rares

chimiques
Préparation de | simple simple simple simple
1'échantillon
Durée du dosage {1 3§ 1as $alo0 2as
(mn/échantillon)
Manipulation simple simple simple simple
de 1'appareil
Modéle de 1'ap- | PERKIN PERKIN - électrode PAR 303 UVIKON K810
pareil utilisé | ELMFR  EIMER - amalysewr polarogra-
2380 ‘350D phique PAR model 174

Iableau 10 : Comparaison technique des méthodes d°'analyse quantitative.
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II1.7. Techniques analytiques

Trois techniques ont été retenues pour effectuer les analyses
quantitatives !

*¥- la spectrophotométrie d'absorption atomique pour le
dosage du Zn ou des autres métaux,.

#- la polarographie impulsionnelle pour le dosage des
protéines soufrées,

*- la colorimétrie pour le dosage des protéines totales.

III.7.1. Choix des technigues (tableau 10)
III.7.1.1.Spectrophotométrie d'absorption atonique

La spectrophotométrie d'absorption et d'émission atomique a
été normalisée pour le dosage des é&léments métalliques dans les
eaux.

Cette technique offre plusieurs possibilités analytiques
avantageuses qui répondent bien aux exigences des analyses biochi-
miques qui doivent allier une grande sensibilité & une extréme
spécificité.

A ces deux qualités s'ajoutent les avantages suivants
*#- possibilité d'analyser directement la plupart des

solutions sans extraction sélective ou ajout de
colorants ou de complexants, ce qui limite les
risques de contamination,

*#- possibilité d'automatisation des mesures de
réalisation simple dans tous les cas ol une dilution
suffit, Cette simplicité de mise en oeuvre distingue
la spectrométrie par absorption atomique des mesures
colorimétriques qui nécessitent souvent 1l’'ajout de
nombreux réactifs, ainsi que des préparations
physiques nombreuses: chauffage, extraction,
filtration, dialyse,
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#- rapidité d'exécution !: de l'ordre de quelques minutes
par dosage, ce qui permet d'augmenter le nombre de
répétitions.

III.7.1.2. Polarographie

Nous avons utilisé la polarographie & impulsion différen-
tielle, La méthode a été mise au point par OLAFSON et SIM (1979)
et adaptée pour la caractérisation (avec une électrode PAR 303
SMDE) et pour la quantification (avec une électrode classique en
Hg) des métalloprotéines dans les extraits de tissus d'invertébrés
(COSSON et THOMPSON, 1983).

Cette technique présente un avantage considérable car elle
posséde une grande sensibilité pour la détection des métal-
loprotéines et des protéines soufrées en général.

L'amélioration de la réponse polarographique permet d'abais-
ser d'un facteur 10 le seuil de détection de ces protéines. D'au-
tre part, elle nécessite un appareillage simple et peu onéreux et
elle permet des dosages rapides (jusqu'a 50 analyses/jour), sur un
minimum d'échantillons (quelques microlitres), avec une forte sen-
sibilité : 1,23 x 10~% M (THOMPSON et COSSON, 1984).

Cette étude a é&té réalisée au laboratoire de Monsieur le
professeur RAMADE sous l'encadrement de Monsieur COSSON¥,

I11.7.1.3. Colorimétrie

Pour le dosage des protéines totales, nous avons utilisé la
technique colorimétrique de BRADEFORD (1976). Elle a l'avantage de
permettre des dosages rapides, reproductibles et sans interféren-
ce, ni avec les cations comme le sodium et le potassium, ni avec
les carbohydrates comme le sucrose.

Le tableau 10 résume les principaux avantages et incon-
vénients des trois techniques utilisées.

*- Adresse actuelle. Laboratoire de zoologie et d'écotoxicologie,
Bat.:442, Univ. de ParisS-Sud, F91405 Orsay Cedex.
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III.7.2. Préparation des échantillons

III.7.2.1. Dosage du Zinc
II1.7.2.1.1. Dans 1'eau

Les échantillons d'eau sont prélevés dans des tubes de 10ml
et acidifiés & l'acide nitrique 3 1%. Les dosages se font sur
l1'eau brute sans filtration préalable, sauf dans les études de
1'évolution des concentrations en Zn dans les milieux.

Dans ce dernier cas, 4 échantillons de 10ml sont preéelevés
dans chaque bac expérimental. Deux de ces échantillons sont fil-
trés sur un filtre d'une porosité de 0,45u. Aprés acidification a
1% avec l'acide nitrique, ces échantillons sont préts pour le
dosage

II1.7.2.1.2. Dans les moules: Mise aw poist d'une séthode
analytique du Zinc dams la partie molle.

Le dosage des métaux lourds ou d'autres minéraux dans un
matériel biologique ou physique (eau, sédiment, ...) nécessite une
préparation préalable de ce matériel,

Les méthodes de cette préparation varient selon les auteurs.
IRLAND (1973) wutilise chez les mollusques un traitement qui
consiste a laisser stabuler une nuit, a rincer les parties molles,
les sécher & 105°C avant de les brover et de les digérer dans 5 ml
d'Hcl 6N pour 100 mg de poids sec, Mais ce rincage risque d'étre
une source d'hétérogénéité des résultats.

Le temps de stabulation et d'acclimatation est souvent pro-
longé d'un jour pour POPHAM et D'AURIA, (1982-1983) jusqu'd plu-
sieurs jours! 2 jours pour LOBEL et al., (1982) et 7 jours pour
D'SILVA et KUREISHY, (1978).

La digestion des parties molles est effectuée, soit dans de
l'acide nitrique pur (LATOUCHE et MIX, 1982 ; RITZ et al., 1982),
soit dans un mélange de ce dernier avec l'acide hyperchlorique
(LOBEL et WRIGHT, 1982)., Ce procédé de digestion ne peut cons-
tituer qu'une préminéralisation et sera suivi par la minérali-
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sation proprement dite avec un mélange d‘'acide sulfurique/acide
nitrique (KARBE et al., 19758).

Le temps et la température de cette attaque acide sont tres
variables suivant les auteurs et le systéme utilisé. PENSEL en
1984 ne détecte aucune différence significative entre la minéra-
lisation des mousses aquatiques dans un systéme ouvert (plaque
chauffante) et celle dans un systéme fermé (étuve).

Cette grande variabilité quantitative et qualitative des
acides et du poids des échantillons minéralisés pose un probléme
de matrice pendant la phase analytique et, de ce fait, la compa-
raison des rﬂsultats deg dlfferents auteurs devient délicate. Une
optimisation des- cond;t;éns de préparation des échantillons et de
leur mlneralxsatxon'ﬁaﬁ;"ié~&osage est nécessaire.

D'aprés les références bibliographiques, nous distinguons
trois phases fondamentales dans cette préparation des échantil-
lons:

#- Phase I ' Préminéralisation avec une variabilité dans !

- le temps et le milieu de stabulation.
- le lavage et l'égouttage des parties molles.

#- Phase II : Minéralisation avec une variabilité dans :

- la taille et le nombre d'échantillons & minéraliser
- la quantité et la qualité d'acide utilisé
- la durée et la température de minéralisation.
le systéme de minéralisation, systéme ouvert sur la
plaque chauffante ou fermé en étuve,

#- Phase III: Postminéralisation avec une variabilité dans:

- le facteur instrumental
- le facteur chimique
- le facteur physique

Dans ce travail, nous avons retenu de définir les phases I et
II. La phase III concerne la technique analytique (dosage) pour
laquelle nous nous sommes placés dans les conditions standards
définies par les normes d'utilisation du spectrophotométre d'ab-
sorption atomique.



-54-

II1.7.2.1.2.1. Temps de stabulation et effet du lavage de la
partie molle

III.7.2.1.2.1.1. Procédure
Pour tester ces deux variables, le protocole est le suivant !

PRELEVEMENT Station de référence sur la Moselle,
* Classe de taille @ 18-22 mm,

STABULATION Dans une salle climatisée (16 + 1°C)
Milieu | filtrat de 1'eau de station (0,45u)
Durée de stabulation : allant de 0 & 144 heures

* Echantillonnage : 6 échantillons de 5 moules.
LAVAGE De la partie molle non séparée de la coquille
(jets d'eau distillée)
* 3 échantillons des 6 ne sont pas lavés.

EGOUTTAGE Sur papier joseph pendant 5mn
Les parties molles de chaque échantillon sont

* mises dans des tubes de 20ml,
SECHAGE 48h & 70°C (étuve).
BROYAGE Au mortier (porcelaine).
Prélévement de 100 mg de poudre de chaque
* échantillon
MINERALISATION
16h & 70°C en étuve.
* Dans 4 ml d‘acide nitrique 18N, dilué & 50%
DILUTION Ajustement du volume i 19 ml (l'eau distillée).

DOSAGE Au S.A.A, modéle PERKIN ELMER 2380 (flamme),
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Zn (mg/kg)

16 B8 %2 9% 128 144
Temps C(heures)

x Sans lavage 8 Avec lavage

': Teneurs en Zinc dams les wmoules en fomction du temps de stabulation

408 |
F;
(o)) .
S
240 -
S W
160 ;
88 |
% . ; .
24 48 2
Temps C(heures)
Eau : x Dechloreee gF:de st. filtree & F + Egouttage

: Temeurs en Zinc dans les moules en fonction du wmiliew de Stabulation

LN

F: eau de station (st.) filtrée (0,45um).
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III.7.2.1.2.1.2. Résultats

La figure 8 montre une diminution continue de la teneur en
Zinc dans les échantillons de moules non lavées, au cours des
trois premiers jours. Aprés 72 h, les moules ont libéré environ
50% de leur teneur initiale en 2Zn (tableau 11). Les teneurs
rejoignent a}ors cellis des échantillons lavés ; il y a donc un
processus d'autolavage.

Le lavage permet par contre de se débarrasser de 50 % de la
charge en Zn dés le premier traitement aprés le prélévement . Pen-
dant les 7 jours de stabulation, le taux de Zn dans les moules
lavées est constant et est égal & celui détécté chez les moules
non lavées aprés 3 jours de stabulation. Le Zn éliminé chez ces
derniéres pendant ces 3 jours était donc adsorbé sur la partie
molle.

Nous pouvons donc conclure qu'une stabulation de 3 jours au
minimum est nécessaire pour un traitement sans lavage préalable
des moules. Au-dessous de cette durée, les quantités en 2Zn
adsorbées entrainent une surestimation des teneurs métalliques
déclarées comme "absorbées" par les tissus de la moule.

Un lavage, dés la récolte des moules, dispenserait donc d'une
attente de 3 jours de stabulation pour pouvoir doser le Zn absorbé
par les moules, mais ce lavage risque d'étre trés hétérogéne, d'ou
1'allure en dents de scie de la courbe "avec lavage” (fig.8) et le
fort coefficient de variation (23 %) sur les résultats analytiques
du Zn. Le principe d'une stabulation a donc été retenu,

III.7.2.1.2.2. Milieux de stabulation
I1I1.7.2.1.2.2.1. Procédure

Nous avons essayé deux milieux utilisés couramment dans les
expérimentations au laboratoire!
- Le filtrat de 1'eau de station sur membrane millipore
(0,45u)
- L'eau de conduite déchlorée par filtration sur charbon
actif .
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Temps/Heures 0 16 48 72 96 120 144 TET 7
Iraitement
sans lavage 0 20,2 21,4 11,9 -4,7 1,2 6,0 56
avec lavage 51,2 4,8 -7,1 4,8 4,0 -8.4 1,2 52,5
Iablean 11 : Effet du lavage sur les taux d4' élimination (%) du Zlnc

peadant la stabulatiom.

TET : Taux d°'élimination totale (%)

Temps/Heures 24 438 72 TET %
Milieu de stabulation
Eau déchlorée 32,4 5,9 7.4 45,7
Eau de station filtrée -0,7 25,6 5.4 31,3

(0,45u)
Eau de station filtrée -0,5 2,9 11,9 14,3 -

+ égouttage

Iablear 12 : Taux d'élimination (TET %) du Zinc em fonction du temps
et des milieux de stabultationm.

TET Z : _
Bemargue : La réteation uuwginc par 1l'eau inter-valvaire est de 38,3 X.

Taux d°‘élimination totale

Temps de stahulation 0 heure 24 heures 48 hewres
dans 1'eau déchlorée
. 161,1+37,7 155,8+21,5 164+30,6
Témoins
CvV /4 = 23,6 cvZ=13,8 Cv Y% =18,6
. 237.,7+42,9 171,6+21,7 178,5+32.9
contaminées
CvZ=23,6 €V /% = 12,6 Cv 7 =18.4
Taux d'élimination -- . 27,8 - 4,0
T.E. %4
Iableau 13 : Teneurs en 2Zinc dans la partie molle (mg/Kg) en fonction du temps de

stabultation aprés une contamination des moules pendant 48h i 2ppm de Zn.
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Pour estimer le taux de rétention métallique de l'eau intra-
valvaire, un troisiéme type de traitement des échantillons a été
effectué sans égouttage.Le nombre d'échantillons est augmenté & 5.

II1.7.2.1.2.2.2. Résultats

La figure 9 montre que la purge du Zn adsorbé est plus rapide
dans le cas d'une stabulation dans 1'eau déchlorée. Le taux d'éli-
mination du métal aprés 24h de séjour dans ce milieu est de 32%,
alors qu'il faut 48h pour atteindre un taux équivalent dans 1'eau
de station filtrée (tableau 12).

Cette différence de vitesse d'auto-lavage des moules est due
a la différence de la charge métallique dissoute dans chaque
milieu.

Avec un traitement sans égouttage, le taux d‘'élimination du
Zn aprés 48h dans l'eau de station filtrée, est de 14%. Ce taux
double dans le traitement avec  egouttage (tableau 12). L'eau
intervalvaire retlent des quant;tes non négligeables de Zinc qui
peuvent atteindre 25% du Z;nc contenu dans les parties molles,

Pour vérifier la necessxte d'une stabulation avant chaque
analyse, dans le cas d'une intoxication au laboratoire, un essai
de contamination & 2 ppm de 2Zn pendant 48h a été réalisé dans des
conditions statiques. Les résultats mentionnés dans le tableau 13,
montrent qu'aprés une intoxication, une stabulation de 24h dans
1'eau déchlorée permet d'éliminer 27% du Zn adsorbé par les tissus
pendant les 48h d'intoxication.

II1.7.2.1.2.3. Poids sec (PS) A minéraliser/voluse d'acide(VA)
/ teaps de minéralisation (t/R)

I11.7.2.1.2.3.1. Procédure

Nous avons suivi la méme procédure que précédemment, en
tenant compte des résultats: stabulation pendant 3 jours dans
l'eau de station filtrée, sans lavage des parties molles pendant
la dissection.

Pour mettre en évidence les variations diies aux Irais
variables: PS/VA/t, sans négliger les interactions éventuelles,
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INO

¥

1 X1 X2 X3 I Zn | s | €V || Cu i S | CV || Fer | S | €V |
! | i i Img/kglimgrkgl % llwmarkaimg/kgl % i1 mg/kgl mg/kgl » |
b t + + { $ t 4 t { ++ 4
| | 1 161 11262.21 64.1124.511 34.21 5.4115.7113027. 3[4123 6[70 3]
| I 21 + } -+ } +4 t : ++ t

{ ! | 40} 21195.1] 4.7 2.4l 68.4] S.11 4.5||2584.0I1119.5|42.9|
1 Sol t { { t +-=-=--+ + l 4 $ + 4
i | | 161 31304.01 61.1120.111 45.6| 14.2131.2112983.011577.4152.%1
! | 8! t ¢ -+ + ++ ! l H } } )
{ 1 | 10} 41220.491 .31 4.211 40.51} 3:.6113.5112850.0114687.6151.51
; } + + t T l ++ — t + + + {
! ! | 148} Sll6ea.61 6.0 3.611 23.51 0.5] 2.1111435.61 175.9112.31
1 1 21 } + t -+ 4 t t + + $ 4
| { | 401 &61153.31 3.21 2.611 29.21 0.51 1.6111359.61 137.7111.014
12001 5 t ! { { -+ : { -+ - t 2|
| 1 | 161 7Z1137. 1| 2.51 1.611 25.31 0.21 3.5||1871.5| 825.2|44.1I
i | 8I l + T + -+ + + ++

! { | 401 8l166.91 10.51 6.311 25.41 1.21 4.6||1719 5l 604. 6|35 Ol
L 1 . 1 €. 1 41 1.1 1 1 11

TABLEAU 15: TENEURS EN ZINC, CUIVRE ET EN FER CHEZ LA DREISSENE EN FONCTION DU
POIDS SEC DES ECHANTILLONS (X1), DU VOLUME D'ACIDE NITRIQUE (X2)
ET DU TEMPS DE MINERALISATION (X3).

I PS | 2zn Il s | €V |P/znS0|
! mg J mg/ kg !mg/kg! % ! % }
] 50| 218.8| 54.9]| 25.1i ,
| ) i

1 751 177.0] 11.9: 6.7: 19.1:
| | |

i 100 164.7] 21.4: 4.6: 24.7:
| | |

] 200 169.3| 14.3] 8.51 22.6|
L A 1 1 ] 1

TABLEAU 16: TENEURS EN ZINC CHEZ LA DREISSENE EN FONCTION DU POIDS SEC DES
ECHANTILLONS (PS)

P/Zn 50%: Pourcentage de sous-estimation par rapport a la.
valeur obtenue avec un poids de 50 mg.

Pi/Zn 50% =

Zni - Zn 50

Zn 50

%100
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nous avons choisi deux modalités pour chague variable, suivant le

plan expérimental résumé dans le tableau 14.

Poids sec (PS) Voluwme d‘acide nitrique (VA) Teaps/heures NI

(ng) 18N dilué 2 50X (ml) (t/h)
16
2 Ll
1)
16
s 40
16
2 4
200 16
s 4

Iableau 14 : Plan expérimental avec trois variables: PS (mg)/
VA (ml)/ t (h), avec deux modalitéspour chacune.

Remarque: voir chap. IV.5.(2® partie) le priacipe de la méthode statistique.
I111.7.1.2.3.2. Résultats

Le tableau 15 montre que généralement pour les 3 métaux® Zn,
Cu et Fe:

#- Les teneurs moyennes et les coefficients de variation des
teneurs métalliques obtenues avec un poids sec de 50mg, sont
superieurs a leurs équivalents respéctifs obtenus avec un poids
sec de 200mg.

* Les teneurs moyennes et les coefficients de variation
obtenus pour un temps de 16h de minéralisation sont supérieurs a
leurs équivalents respectifs obtenus pour un temps de 40h de
minéralisation.

*# les teneurs moyennes obtenues avec une quantité de 68ml
d'acide nitrique sont plus élevées que celles détectées avec 2ml.
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que préparatoire nour le dosage du Zinc
(létau lourds ea géaéral .

contaminatioa

¥

Prélévesent

¥

Stabulatioa daas
1'ean déchlorée 24 h a +20s2°C

Dissection

-~

Parties molles Coquilles
(ou orgames)

b ¥
{

Séchage séclage
48 h & 70°C 48 h 70°C
Pesés : PS Pesés : PS
Miméralisatioz Miméralisatioa fractiommée :
16 h & 78°C daas lml d°AN 2 50 ¥ (1h) nlls :
3 ml d°AN A 50 X 2

\ Dilution a 19 al 1

avec l'eau distillée

Dosage

Za (Fe, Cu,..). ]

au Spectrophotosdtre d'absorptioa atoaique
sodel 2380 flamme
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Pour vérifier la significativité de 1'effet de ces 3 facteurs
sur les résultats analytiques du Zn, du Cu et du Fe, le test de
Snedecor montre que seul le poids sec agit significativement
(p=0,95)., Dans le cas du Zn, il vy a en plus une interaction
positive du poids sec avec le temps de minéralisation (+X;X,), mais
sa contribution est 100 fois inferieure i celui du poids sec tout

seul. les équations de régression s'établissent comme suit:
* Zn: Y= 203.2 - 42,2 X; + 18,4 KyXs.

* Cu i Y= 36,56 - 10,7 X,.
* Fe ! V¥=2228,8 -632,3 X,.
Avec Y = teneur metallique dans les moules en mg/kg de PS.
X;= poids sec (PS) des moules en mg.
X;= temps de minéralisation en heures,

Pour vérifier l'effet du poids sec minéralisé sur les résultats
analytiques du Zn dans les moules, une répétition est faite avec 4
poids secs differents en augmentant le nombre d'échantillons a 6.
La minéralisation a duré 16h avec 4ml d'acide nitrique. Le tableau
de résultats n°lé verifie bien les remarques déja faites sur
l'effet du poids sec: coefficient de variation “upérieur a 20%
pour les valeurs obhtenues avec un PS de 90mg, et inférieur a 10%
pour celles obtenues avec 75, 100 ou 200mg, Selon la
classification de SCHAEFFER et al. (1987), on passe d'une
variation standard forte (20< (V%< 30) & une variation standard.
faible (CV%< 10).

Ces résultats montrent aussi que la concentration en Zn dans
les moules dépend du poids sec minéralisé. Les dosages effectuds
sur des échantillons dont le PS est de 200, 100 ou 75mg, donnent
des concentrations tissulaires (mg Zn/kg de PS) qui ne différent
pas significativement entre elles (p= 0,99), par contre ces
concentrations métalliques augmentent de 20% avec un PS de 50mg.

CONCLUSIONS PRATIQUES (Fig. 10)

Les essais préliminaires nous ont permis de retenir:

#- L'eau déchlorée comme milieu de stabulation.

*#- Un temps minimum de 24h de stabulation pour une purge
maximale des charges zinciques adsorbées sur la partie
molle ou incorporées dans le tube digestif.



Eigure 1la : Techaigque préparatoire powr le dosage des protéimes dams
les tissus de moules.

contamimation
2 ppm Za A 20°:1°C
N 4

Prélévesent
({Fig. 11bh)

)
Dissection
Y

Homogénisation
dans NaCL a ¥
(3 m1) .
=y A froia (4°C)

Centrifugation
1h 227000 g

N
Dénaturation
15 ma 2 70°

N

Centrifugation
15 mn 2 8800g

N 4

Dosage Polarographiques
des PIS A 17°C
Dosage Colorométriques
des PIY
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*- Un traitement avec égouttage pour éliminer 1'eau inter-
valvaire dont la charge en Zn peut dépasser 20% du Zn
intra-tissulaire, )

*- Un poids sec de 75mg au minimum pour chaque échantillon.
Cette valeur correspond au poids de la partie molle de 3
moules au minimum et sans jeline prolongé.

L'effet du volume d'acide nitrique n'étant pas significatif,
nous avons retenu un volume moyen de 3 ml d'acide, et un temps de
minéralisation de 24h pour 1la digestion des parties molles. La
figure 12 résume les différentes étapes téchniques de 1la
préparation des échantillons en vue du dosage du 2Zinc ou des
autres métaux (Ca, Cu, Fe, ...).

Pour les coquilles, on procéde & une minéralisation
fractionnée en deux temps pour éviter des pertes de volume par
effervescence et pour que la minéralisation sojt totale et sans
résidu. Deux coquilles, soit quatre valves par échantillon sont
traitées, avec deux répétitions i chaque fois,

Aprés minéralisation, les échantillons sont dilués en complé-
tant les volumes a 19ml avec de 1'eau monodistillée,

III.7.2.2. Dosage des proteines soufrées (Fig. lla)

Nous nous sommes intéressés aux protéines thermorésistantes
jusqu'a vune température de 70°C, Le principe d'analyse
polarographique est basé sur la détection des groupements
sulfuhydriques. Ces .. Caractéristiques les rapprochent des
metallothmnemes.w De ce-- fait, nous exprimons nos résultats en
terme de prote;nes'the?Ebres;stantes soufrees (PTS).

La figure 13a résume les différentes étapes de la préparation
des échantillons en vue du dosage des PTS .

Pour éviter les facteurs limitants de la synthése ou de 1la
détection des PTS dans les parties molles, des résultats

préliminaires nous ont permis d‘orienter nos analyses comme suit:

= travailler sur des moules nourries pour ne pas limiter
la synthése protéique par l'effet prolongé du jeline,

- choisir une concentration maximale en Zn, pour ampli-
fier 1'effet d'une induction si elle existe et accélé-
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PRELEVEMENT DES MOULES

AW

18 moules
| Y 4
Parties molles totales Branchies Restes
(sans hyssus)
N v v
3 échaatilloas 1 échanti. 3 échanti.

Eig._1lbh: Echaatillommage expériseatal ea vue d'amalyse des protéimes.

Remargue: Bclntulonaqe lultlm chez les moules témoins et
intoxiquées (mowrries et mom mowrries).
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rer son apparition pour qu‘on puisse la détecter apres
le temps de contamination. Aussi, nous avons choisi une
teneur de 2ppm Zn et un temps maximal d'exposition de
moule au Zn allant de 15 & 21 jours,

- cibler les branchies parallélement & la partie molle
totale des moules. Chez de nombreux organismes aqua-
tiques, la branchie est en effet le lieu d'une
importante synthése protéique (Voir Chap., III.2.2.)

Juste aprés chaque prélévement, les parties molles, les bran-
chies et le reste sont stockés dans des tubes de 20ml & -10°C.

La figure 13b donne la procédure d'échantillonnage. Le méme
échantillonnage est effectué chez les moules non nourries aux
temps 0, 3, 15 et 21 jours de contamination.

Les branchies des 10 moules de chaque prélévement sont
rassemblées en un seul échantillon pour avoir une masse en poids
frais suffisante pour les analyses.

IV.7.2.3. Dosage des protéines totales

La préparation des échantillons est la méme que celle suivie
pour le dosage des protéines soufrées (Fig. lla), puique le méme
échantillon peut servir aux deux dosages.

La technique colorimétrique permet des dosages sur un minimum
de volume. Un volume de 5 & 20ml de chaque échantillon est com-
plété i 800ml avec de 1l'eau distillée.

On ajoute 200ml du réactif "Biorad”; aprés agitation, on fait
une lecture de la DO a 595 nm. La courbe étalon faite & 1'aide des
protéines bovines permet la lecture de la correspondance entre la
DO et la quantité de protéines totales en mg.

II1.8. Techniques histologiques

Pour l'étude microscopique, la localisation du Zinc fait
appel a la méthode de MAGER utilisant la dithizone.

Aprés dissection des moules, les parties molles sont fixées
au formol neutre 3 10%, inclues a4 la paraffine et coupées & 7um.
En milieu acétonique, la dithizone forme avec le Zinc un complexe
(dithizone) coloré en rouge.
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Pig. 12 : Droite de réqression : Probit = f(Log X) (d'aprés  RAMADE, 1977).
X = élément toxique testé.
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L'observation histologique du mucus est faite & 1'aide de la
méthode de MOWRY qui permet de le colorer en hleu sur coupes.
Les colorations étant labiles, les clichés sont’ réalisés dans
1l'heure qui suit la coloration.

IV. EXPRESSION DES RESULTATS
IV.1l. Critére d'évaluation de la toxicité du Zinc

La toxicité du Zinc est estimée par la détermination de la
concentration létale pour 50% d'un lot de moules d'une population
homogéne. Cette constante est détérminée sur une période de 28
jours (CL50p3y) et dans les mémes conditions expérimentales que
celles utilisées pour le suivi de la cinétique d'accumulation et
du relargage du Zn.

Cette méthode est utilisée aussi pour évaluer 1'effet létal
d'un facteur physique sur un organisme. Ainsi, nous avons pu
déterminer la température létale pour 50% des individus d'un lot
pour une période de 48 jours (TL50,,),

Les calculs sont faits selon la méthode de probit
(LITCHFIELD et WILCOXON, 1949) & 1'aide d'un programme sur ordi-
nateur.

La droite de corrélation du probit empirique aux logarithmes
des concentrations en Zn ou des valeurs d'un facteur donné, permet
une lecture simple de la CL 50 (fig, 12).

La CL 50 est lue sur l'axe des abscisses et présentée avec un
intervalle de confiarce de : [CL50 - s, CL50 + s], selon RAMADE,
(19717).

IV.2. Critére d'évaluation de la rétention du Zinc

Le spectrométre d'absorption atomique permet un affichage
direct des concentrations des solutions dosées en mg/l, que nous
exprimons en mg/kg ou en ug/g & l'aide de la formule suivante

c(mg/1l) . V(1)
C{mg/kg) = --ecccceceaaoaa
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¢ = concentration du Zn dans les moules exprimée en mg/kg de PS
c = concentration du Zn dans le minéralisat exprimée en mg/l
V = volume du minéralisat en litre

PS = poids sec de 1'échantillon de moules minéralisé, en mg

Pour caractériser la cinétique d'accumulation , la plupart
des auteurs utilisent le facteur de concentration (FC), le facteur
d'accumulation (FA) ou l'indice de concentration (ICX), définis
comme étant:

C (mg/kg)
FC = weecceccee-- i+ facteur de concentration (selon
C'(mg/l) BAUDIN, 1977)
C (mg/kg)
FA X meemeccccc-- i facteur d'accumulation
Ci({mg/kyg)
FC
IC(X) = -======-===- x100 ! indice de concentration (selon
FCt AMIARD-TRIQUET et al., 1986)
avec |
C(mg/kg) = concentration du 2n dans les moules en mg/kg PS5
C'{mg/l) = concentration du 2Zn dans le milieu, en mg/l
Ci{mg/kg) = concentration initiale du Zn dans les moules
FCt = facteur de concentration chez les moules témoins

Pour le relargage du Zn par l'organisme, des auteurs cher-
chent souvent le temps que mettent les animaux contaminés pour
libérer la moitié de la quantité du toxique accumulé.

Il s'agit donc du temps de demi-vie biologique calculable
méme pour des métaux froids.

IV.3. Expression des résultats des dosages de pro-
téines soufreées

Les dosages de ces protéines par polarographie 3 impulsion
différentielle donne un polarogramme ondulaire dont la hauteur des
ondes est proportionnelle 4 la concentration des protéines dosées.

Selon la technique des ajouts dosés, une courbe étalon permet
de calculer directement les quantités totales de protéines dans
les échantillons exprimées en mg.
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S Conc. P(ug)=f(D0)
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S
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]
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DO |
Y = 42.61 X + -9.65 r = 0.998
Fig. 13 : Droite de régression ¢ Densité :ptique (Al-)>0l en fonction de 1la

concentration (come.)  des protéines  (ug)
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La formule suivante permet alors de calculer les concentra-
tions en mg/g PF.

C (mg) .V (ml)

C(mg/g) =-----------------
vd (ml) . PF(g)
C(mg/g) = concentration des protéines (en mg) dans les moules (PF)
C(mg) = quantité totale des protéines dans chague échantillon
dosé
V (ml) = volume des é&chantillons aprés leur préparation au dosage
Vd(ml) = volume prélevé de chaque échantillon en vue du dosage
PF(g) = poids frais des parties molles de la Dreisséne

IV.4. Expression des résultats des protéines totales

Pour déterminer les quantités totales (brutes) des protéines
totales (PT) dans chaque échantillon, nous avons dressé une courbe
étalon de 1'évolution de la densité optique (DO) en fonction de la
quantité totale en protéines bovines. Ce calcul se fait par une
simple lecture sur la figure ou & l'aide de 1'équation de 1la
droite de régression (fig.13).

La détermination de la concentration se fait avec la méme
formule que pour les protéines soufrées.

IV.5. Traitements statistiques

Tous les résultats des analyses sont représentés par leur
moyenne. Le coefficient de variations (CV%) permet de savoir le
pourcentage de cette variation sur le nombre d'échantillons trai-
tés,

s s = écart-type
V(%) = ----%x100avep (méme unité)
m m moyennne

Le traitement statistique des résultats est fait & 1'aide des
méthodes suivantes!
#- la test de Student permet la comparaison de deux moyennes
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variables Réponse
%y Y
Essai n°

1 -1 -1 -1 Y,
2 -1 -1 .1 Y,
3 -1 +1 -1 Y
4 -1 +1 +1 Y,
5 +1 -1 -1 Ye
6 +1 -1 + 1 Ye
7 +1 1 -1 Y,
8 + 1 +1 +1 Yg

Iablean 17 : Plan factoriel 2x2x2: 3 variables a
2 modalités chacune (8 essais).
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*- le test de Snedecor ou Fisher-Snedecor permet la compa-
raison de deux variances observées.

#- La regression multiple! un programme sur ordinateur (BOIS,
1984) permet de calculer & partir de données fournies par un plan
factoriel complet, un polynome de degré N (nombre d'expéri-
mentations indépendantes).

Dans le cas d'un plan factoriel complet & 3 variables
controlées (X;, X, X;) avec 2 modalités chacune, le nombre
d'essais a effectuer est de 2x2x2, soit 8 essais. L'organisation du
plan en blocs imbriqués assure son orthogonalité (non-covariance
des variables controlées). Dans le tableau de résultats (Tableau
17), les modalités de chaque variable explicative remplacées par
les valeurs codées -1 ou +l1. Les valeurs de Y (réponse) sont
reportées sur ce tableau.

L'exécution des calculs i l'aide du programme donne une
equation de la forme suivante:

Y= Dge DyNye Dolpe Dalye Do Moe D)X Nye DogXoMae DyooX XKoXoe . ...

Ce polynome n'est pas lineaire et comprend des termes
produits., Les coefficients (by) de chaque terme sont rangés par
ordre décroissant de leur contribution & la régression, puis
testés & l'aide du test de Snedecor qui compare la contribution de
chaque coefficient a la variance experimentale (sous 1'hypothése
nulle d'égalité des deux).

Les termes linéaires sont appelés “effet principaux” ou
“direct”. Les oproduits X;X; sont & interpréter comme
“interactions”, dites interactions doubles. Les autres produits
croisés de trois variables et plus (interactions triples et
multiples) méritent une discussion mais il est difficile de leur
donner une interprétation physique.

#- le test de Cochran permet de vérifier l'égalité des
variances de plusieurs groupes de données. Les groupes doivent
étre de la méme taille. On calcule le rapport ¢ de la variance la
plus élevée sur la somme de toutes les variances. Ce rapport doit
étre comparé & une valeur tabulée., Ce test est utilisé avant la
regression multiple pour vérifier que 1'hypothése d'homogénéité
des variances, requise par le test de Snedecor, est valide.
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Zn Cug”/1) |

7/ : — =

3 69 18 24 30 48

Temps C(heures)

Milieu: x 58Bug/1(T) B 580ug/1(D) & 1002ug/1(T) &  1898ug/1(D)

Zn Cug”1)

P ———n et Zg

3689 18 24 30 _
Temps C(heures)
Milieu: x 2000ug/1(T) B 2PBAug/1(D) A 4pPRug/1(T) &  400Bug/1(D)

Pig., 14-15: Evolutiondes teneurs en Zinc total (T) et dissous (D)
dans le milieu,
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IIIéme PARTIE: RESULTATS ET DISCUSSION

Nos résultats sont regroupés sous cing chapitres. Le premier
illustre la cinétique d'évolution du 2Zn dans le milieu de
contamination. Le deuxiéme évalue la toxicité du Zinc vis-a-vis de
Dreissena par détermination de la CL50,34; puis la cinétique de
contamination de la partie molle et de la coquille est présenté au
troisiéme chapitre. Le quatriéme est consacré & la répartition
tissulaire des protéines équivalentes aux métallothionéines en
fonction de la contamination des moules par le Zinc. La cinétique
de décontamination métallique de la partie molle et de la coquille
fait 1l'objet du cinquiéme chapitre.

I. CINETIQUE DU ZINC DANS LE MILIEU

I.l. Evolution des teneurs en Zinc en fonction du
temps

Pour caractériser la solubilité du Zn dans les conditions
expérimentales définies, l'évolution des teneurs en Zinc dissous
et total dans une unité expérimentale a été suivi pendant un cycle
de 48h.

Les figures 14 et 15 montrent une diminution continue des
teneurs en Zn dans le milieu, pour les 4 concentrations testées!:
$00; 1000; 2000 et 4000ppb. Cette diminution est plus réguliére
pour 500ppb, et plus intense pendant les 9 premieéres heures pour
les 3 autres concentrations. A la fin de chaque cycle de 48h, les
taux de perte sont d'autant plus importants que la teneur initiale
testée est grande: 60X du Zn initial pour 500ppb contre 80% pour
les 3 autres concentrations (tableau 18).

Ces pertes par précipitation et adsorption du 2n sur les
surfaces du dispositif expérimental sont favorisées par le pH du
milieu qui est légérement basique: 8,2 + 0,4,

Il faut noter aussi qu'il n'y a pas de différence signifi-
cative entre le métal total et le métal dissous, méme si les
courbes de Zinc total sont toujours situées légérement au-dessus
de celles du métal dissous (fig. 14-18).,
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Ll

I=n ppbl 500 il 1000 i 2000 i 4000 |
b + + ++ ¢ ++ t ++ + i
| TEMPS/ | TotallDiss~-| | T | D It T | D i T ] D |
heures| % lout %t % V % Ul % 1 % |1l % 1 % 1
- + , ++ + ++ | - + 4

0{100.0]100.01110C.0(1100.0}11100.0]1100.0{1100.0{100.01
31 81.5] 84.011 80.01 79.01l 21.1] 94.711| 89.9| 88.Z|
6l 75.%i 80.01] é1.0| S2.011]1 76.41 78.411 63.01 65.3|
2{ 274.1] 76.011 50.5]| 48.01}1 70.0] 70.31|1 S57.5| S57.4|
13| 7C.4} &68.01| 44.3( 42.1|1 S4.2| S53.71| 30.8]| 238.7]
241 6&.71 84.C1 1 33.31 29.011 44.3] 43.711 27.21 26.2]
301 63.0| 6C.0[1 28.61 23.71] 40.4| 392.51|l 249.41 23.11|
43} 4C.7} 40.01] Z4.81 Z22.01] 26.1| 23.71| Z22.51 21.8|
1.1 L

1 1 AL L 1L - d

Tablean 18 : Evolution des teaeurs (%) eam Zinc total (T) et dissous (D) dans
le milieu.
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Zn Cug”/1)

y * *
48 96 144
Temps (heures)
Milieu: x Temoin 100ug”/1 A 2000ug/l ¢  400Bug’l

Fig. 16: Variationcyclique des teneurs initiales (I) et finales
(F) en Zinc dans le milieu (3 cye¢les).

Zn Cug71)

Temps C(heures)
Milieu: x Zn:ippm M B8 Zn:2ppm - A Zn:lppmtdBAM ¢  Zn:2ppmt+400M

Fig. 17: Evolution des teneurs en Zinc total dans le milieu en
presence et en absence des moules (M).
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Fig. 18-19: Effet de 1'EDTA sur les teneurs en Zinc total dans le milieu.



«-79-=

Zn C(ug”s/1)

7 2 ﬁ $ ' $ » Temoin 3

3689 18 24 30 48
' Temps C(heures)
mittew: x t21am B t2um A 2uM o 211°C ‘M

¢Fig. 20: Teneurs en Zinc total (T) et dissous (D) dans le milieu
32 12 et a 20°C
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Ce type de variation cyclique est constant dans le temps et
se répéte identique 4 lui méme pour chaque changement du milieu
tous les 48h (fig. 16).

Un essai avec 400 moules vivantes dans le milieu montre que
nous avons la méme cinétique, mais le taux de perte en Zn du mi-
lieu est légérement supérieur & celui obtenu sans moule (fig. 17).
Cette différence est diie & l‘'épuisement du 2Zn par son absorption
tissulaire et son adsorption sur les parties molles et sur les
coquilles de ces organismes, ceci explique l'augmentation avec le
temps de l'écart entre les courbes obtenues avec ou sans moule.

I.2. Effet de 1'EDTA

Nous avons testé deux concentrations en 2inc: 2000 et
4000ppb, soit respectivement 31 et 71uM.

Les figures 18 et 19 montrent qu‘'en présence de la méme con-
centration molaire que le 2n, 1'EDTA permet d'éviter la préci-
pitation et 1l'adsorption de ce métal, et par conséquent annule 80%
de perte. Aprés 48h nous retrouvons une concentration finale
identique a celle initialement injectée dans le milieu,

I.3. Effet de la température

Nous avons testé deux températures suffisamment écartées,
afin de mettre en évidence l'effet de ce facteur physique sur la
golubilité du 2n. Toutes les conditions étant par ailleurs
identiques. ,

La figure 20 montre qu'a basse temperature (+12°c), nous
avons plus de Zn dissous et total qu'ad +20°c., Cet écart de 5 a
10% apparait dés les premiéres heures aprés la contamination du
milieu, et se maintient constant dans le temps. Vu la variation
sur chaque moyenne qui atteint parfois les 10%, cette différence
n'est pas significative., A +12%, nous avons la méme cinétique de
précipitation et d'adsorption du 2n qu'a +20°C.
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CONCENTRATIONS SUJETS TESTES SUJETS MORTS 4 MORTALITE
8 20 2 10
9 20 5 2%
10 20 6 30
12 » 20 _ 14 70
15 20 15 90

Tableau 19 : Taux de mortalité cumsulée (%) em fonction des concen-
trations en Zinc dans le silieu.

CLS50,g, Intervalle de confiance Droite de régression

10,881 [10,865 ; 10,897] y = 9,189L0og c-4,342

Tableau 20 : valeur de la CL50283j du Zinc chez Dreissena polymorpha.

Bemargue : Le test de linéarité de la droite de régression est
trés signigicatif. (X2, < X%,) : r = 0,99 %

CL50,g, Intervalle de confiance Droite de régression

17,713 (17,666 ; 17,760] Y = 2,997 logC » 1,259

Tableaw 21 : Valewr de la CLS0y4, du Ziac chez Dreissesa polymarpha

ea présence de 1'EDTA a coaceatration solaire égale avec celle du Ziac.
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II. TOXICITE DU ZINC

I1.1. Détermination de la CL50,4;

Aprés plusieurs essais préliminaires pour bien cerner la
valeur de la CL50, nous avons choisi cing concentrations allant de
8 & 15pm et ayant donné des mortalités allant de 10 i 90%,
(tableau 19),

La méthode des probits a permis de tracer la droite de régre-
ssion des probits empiriques en fonction des valeurs logari-
thmiques des concentrations en Zn.

La valeur de la CL50,; du Zn déterminée chez la Dreisséne
10,881 + 0,016 ppm (Tableau 20) est largement supérieure a celle
trouvée chez les autres mollusques (tableau 4). Chez (rassostrea
gigas la CL50; 4 de ce métal est de 0,5ppm (WATLING, 198l1) et ne
dépasse pas les 0,77lppm pour 30 jours d'exposition chez Physa
gyrina (NEBEKER et al., 1986). Avec ces valeurs la toxicité du Zn
est inferieure i celle du Pb, du Cd et surtout du Cu et du Hg. La
CL80g;, de ces deux derniers métaux chez la Dreisséne est réspec-
tivment de 0,19 et 0,43 ppm (MOUABAD, communication personnelle).

Ceci indique la faible toxicité de ce métal envers la Dreis-
séne, et donc la forte résistance de cette espéce & ce métal, ce
qui rend impossible la détermination de la CL50 & court terme
(24h, 72h, 92h,..). Aprés 28 jours d'intoxication, la mortalité ne
dépasse pas 10% pour 8ppm de Zn, et 30% pour 9 et 10ppm. Aprés 48h
nous n'avons aucune mortalité, méme en présence de 15ppm de Zn
dans le milieu.

II1.2. Effet de 1°EDTA

Cet effet a été recherché dans les mémes conditions expéri-
mentales que celles utilisées pour la détermination de la CL50y45
du Zn seul. présent 34 la méme concentration molaire que le Zinc,
1'EDTA réduit environ de moitié la toxicité de ce métal; la valeur
de la CL50;3j du Zn augmente de 10,881 + 0,016 ppm en absence du
complexant a 17,713 + 0,047 ppm en sa présence.

La complexation du 2n par 1'EDTA réduit les pertes métal-
liques dues & la précipitation et & l'adsorption, et maintient la
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Fig. 21: Fonction de regression : Mortalite cumulee (%) en fonction
de la concentration initiale en Zinc dans le milieu.
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Fig. 22
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Fig., 22-23: Evolution des teneurs en Zinc dans les moules en
fonction du temps et des concentrations en Zinc dans

le milieu.
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présence en solution du 2Zn dans le milieu. Devant cette réalité
physico-chimique, deux hypothéses restent valables pour expliquer
la diminution de la toxicité de ce métal sous sa forme complexée!

#- soit il vy a une diminution du contact physique et/ou de
l'identification biochimique du Zn au niveau cellulaire, et donc
une diminution de son absorption par les tissus.

%#- soit le complexe 2Zn-EDTA pénétre dans le milieu intra-
tissulaire, mais sous cette forme, le Zn exerce une action toxique
beaucoup plus faible que celle de sa forme libre.

Seule la comparaison de la biocaccumulation des deux formes du Zn,
libre et complexée, permet de comprendre le mécanisme de la dimi-
nution de la toxicité du Zn en présence de 1'EDTA.

IIXI. CINETIQUE D'ACCUMULATION DU ZINC (Zn)
III.1. Bioaccumulation par de la partie molle

III.1.1. Dvnamigue de la bioaccumulation du Zn
III.1.1.1I. Au printemps 05/1986

Nous avons testé cing concentrations croissantes en 2Zn, dont
la plus élevée est 2ppm, soit environ, le 5% de la CL50,, déter-
minée précédemment. Le pourcentage de mortalité pendant 1‘expér-
ience est resté inferieur a 10% (Fig. 21).

L'évolution des teneurs en 2Zinc dans la partie molle est
proportionnelle au temps d'exposition (Fig. 22-23). Les charges
métalliques finales (28 jour) dans les moules corréle linéai-
rement avec les teneurs en 2inc injectées dans chaque milieu (Fig.
24).

La contamination évolue exponentiellement avec le temps (r>
0,95) et présente deux phases d'une durée trés inégale. La
premiére est trés lente les 8 premiers jours et la seconde est
trés rapide et dure jusqu a la fin de l'expérience (Fig. 25 a 28).
Ceci a l'exception des resultats de la contamination avec la plus
faible teneur en Zinc (0,25ppm) donnant une corrélation linéaire
(r= 0,921) (fig.29) . |
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Fig. 24: Droite de regression: Teneurs finales (28émejour) en Zinc
dans les moules (mg/kg) en fonction des concentrations
métalliques initiales dans le milieu (mg/l).
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Fig. 25-29: Courbe de regression: Teneurs en Zinc dans les moules

en fonction du temps de contamination & 20°C (05/1986).
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Aprés 28 jours d'exposition, les moules ont accumulé
respectivement 540, 1200, 1650, 1740 et 2760mg/kg en présence de
0,25, 0,50; 1,00, 1,50 et 2,00ppm de Zinc., Les teneurs sont donc
2, 5, 6, 7 et 12 fois supérieures a celles constatées chez les
témoins.

Les facteurs de concentration (FC) sont proportionnels au
temps d'exposition et aux teneurs métalliques lorsqu'elles sont
inférieures 4 lppm dans le milieu (Fig. 30). Au-deld de cette
concentration, les FC baissent considérablement (Fig. 31).

Les valeurs maximales de FC obtenues au 28 jour sont de
l'ordre de 6350 avec lppm de Zn, et de 5210 avec 2ppm. Par contre
en présence de 1,50ppm de Zn, nous avons le méme FC qu'avec
0,25ppm de Zn.

Les teneurs en Zn dans les témoins en début d'expérience,
sont de l'ordre de 180mg/kg (Fig. 22)., Aprés deux semaines de
séjour dans 1'esau déchlorée, elles sont de 320mg/kg. Cette
augmentation peut étre expliquée en partie par la diminution du
poids appréciable par 1l'évolution du pourcentage du poids sec par
rapport au poids frais (% PS/PF). Ce rapport est de 8 a 10% au
temps t,, et diminue d'environ 2% chez les moules témoins (Fig. 32)
et contaminées (Tableau 22-23) & la fin de l'expérience.

Cette chute du poids implique une surestimation des quantités
accumulées. En outre, avec le temps, le pourcentage du poids sec
continue & baisser et peut atteindre pour certains échantillons
des valeurs de l'ordre de 50mg, ce qui pose deux problémes
analytiques soulevés précédemment dans la mise au point de la
technique de minéralisation & savoir:

#- Une surestimation supplémentaire des charges zinciques
chez les moules contaminées qui est de 1l'ordre de 20% des teneurs
en 2n chez les témoins.

#- Une augmentation des coefficients de variation qui
dépassent largement les 20%.

III1.1.1.2. En automne 12/1986
Les figures 33-34 montrent une tendance asymptotique de la

contamination des moules plus nette et plus significative avec
2ppm de 2n dans le milieu (r= 0,912) qu'avec 4ppm (r= 0,674),
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1 1C| T.ll 2.7} S5.41 G.3i 3.3l 9.3
i 12} 8.8, 2Z2.7i 7.Z2i 0.0 65.71 Z£.5}
1 13 S.71 .t 8.114 1.91 7.7\ 2.01
{ 15, S.70 Ce3H| 7.8 i1.9i S.dj 1.G}
| 131} =X 1.51 7.4 3S.Z21 .71 0.3}
i 20 8.71 1.7 ?.2§ 1.3 7.8 2Z2.11
i 22 3.81 S.7i a.ii 2.2{ 7.381 1.9
' 24 7.3 l.5i 7.71 4. 11 S.21 S.31
I zai S.51 &.71i 771 2.5 S il .11
1 23 7edii Z.3i% 6.7 1.5 7.0] 1.1
[ 1] M L H - ] J

23

Tableau :

Tableau 22-23: Evolution du pourcentage du poids des parties
molles (% PS/PF) en fonction du temps (/jours)
chez les moules témoins et contaminées.




-94~

2 - - 2.08 mg/1 de zin
_ :
o 1.6 -
\ »®
o
E
~ 1.2
C
N
8.8 -
8.4 -
8 L LJ T L) )
%] 8 16 24 32 49
Temps (jours)
Y = 324.11 X ~ 8.5 r = 0.924
Fig. 33:

3 4.00 mg/1 de zinc
(]
o 2.4
N
o
E
“ 1.8 -
C
N
1.2 A
8.6
a . ] L] L) L) . T
. 9 8 i6 24 x 40
Temps ( jours)
Y = 414.87 X ~ 8.45 r = 8.674
Fig. 34:

Fig. 33-34: Régression des teneurs en Zinc dans les moules en
fonction du temps de contamination & 20°C (12/1986).
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concentration pour laquelle nous observons une  importante fluec-
tuation des taux d'accumulation métallique. Cette fluctuation se
traduit par une dispersion des points autour des courbes de cor-
rélation (Fig. 34) et par un coefficient de précision (r?) plus
faible.

Le plateau de saturation est atteint dés le 16% jour
d’'exposition pour une accumulation de 15350mg/kg, soit un FC de
2960, Nous distinguons alors trois phases dans cette cinétique!
une premiére trés accélérée pendant les 8 premiers jours, une
deuxiéme phase de ralentissement entre le gé®e ot le 16" jours, et
une derniére: le plateau qui se maintient jusqu a la fin de
1'essai (288 j),

II1.1.1.3. Hiver (02/1988)

Pour la contamination des moules, nous avons essayé deux
concentrations déja testées, 1 et 2ppm de 2Zn afin de pouvoir
comparer entre elles, les cinétiques d'accumulation détérminées
aux différentes saisons. Nous n'avons pas dépassé une
concentration de 2ppm de Zinc pour éviter les fortes variations
observées dans l'essai automnal en présence de 4ppm.

Pendant cette saison, la contamination des moules é&volue
linéairement avec le temps d'exposition (fig. 35-36).

A partir du 158 jour, nous observons un ralentissement de
cette cinétique pour les teneurs testées, d'ou la tendance asymp-
totique de cette cinétique entre le 158 ot le 218 jour (Fig.37).
Ceci peut indiquer le début d'une saturation incomplete.

III.1.1.4. Réflexions sur la variation saisonniére
de la biocaccumulation (Tableau 24)

La comparaison des cinétiques d'accumulation du Zn par la
moule dans les différents essais permet de faire des constatations
a4 propos de la variation saisonniére de cette cinétique.

Ainsi les contaminations de la dreisséne & +20°C en présence
de 2ppm de Zn et dans les mémes conditions expérimentales au prin-
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Fig. 35-36; Régression des teneurs en Zinc dans les moulss en

fonction du temps de contamination & 20°C (02/1988).
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2.5
2,00 mg/l de Zinc
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Y= 208.84 + 432.1 Ln(X) r = 0,938

Fig. 37: Régression des teneurs en Zinc dans les moules en

fonction du temps de contamination 3 mgoc ( 02/1588).
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Date (saisom) 05/1986 1271986 02/198%
Printeaps Antomne Hiver
(Za) ppm 1 2 2 4 1 2
Durée (jours) 28 36 21
y = équation de Yl = 329,85e(0,05X) Yl = 46,24 X +372,08
régression r, =0,91 r, =09
Y, = 365,181e(0,07%) | ¥, = 324,11 X5 | Y, = 46,15 X +643,58
rz = 0,982 rz s 0,92‘ rz s 0,951
Y, = 414,87 x0.48
ry = 0,674
Cinétique Exponentielle Asymptotique Linéaire
d'accumulation diphasique triphasique
(saturation)

Resarques Répétition : Répétition : Tendance asymptoti-
TX.325 4 2 ppm Zn TX.153 lanZn quenonrlessu
le 05/1987 le 11/1987 avec 1 ppm
Y = 328,333e(0,8-x) |Y = 114,56 X9 = 269,17
r= 0,807 r =z 0,955 r = 0,080

Iableas 24 : Comparaisoa saisoami
dss noules par le 2

us cinétiques de coataminatioa
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Fig. 38: Variation saisonniére de la cinétique de contamination

de la Dreisséne par le Zinc. .
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Fig. 39: Régression des teneurs en Zinc dans les moules en

fonction du temps de contamination & 20°C (06/1987).
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temps et en automne, montrent des differences quantitatives et
qualitatives importantes (fig. 38).

En automne, la fixation du 2n par les parties molles se tra-
duit par un facteur de concentration (FC) maximum de 2950 avec une
accumulation de 1550mg/kg attein = dés le 168 jour. De plus, elle
se caractérise par une saturation tissulaire totale. Cette
cinétique est triphasique (Fig. 33-34).

Les concentrations et les FC obtenus en automne sont lar-
gement inférieurs a ceux du printemps, saison pendant laquelle
1'accumulation présente les caractéristiques d'une cinétique expo-
nentielle diphasique avec une courte phase ralentie suivie d'une
deuxiéme phase accélerée et longue (fig. 25-28).

La comparaison entre saisons, de la contamination métallique

des moules (Y) nécessite d'introduire trois variables dans ce
modéle experimental: la gaison (X,: autosme(-1) et priatesps(.1)), le

mns_d_exnnsumm, 0 8. ll&tﬂ]ﬂlﬁ) et la teneur en Zinc dans
le milieu (X;: 8 et 2ppm). l'équation de régression obtenue est la

suivante:
Y= 655,2 +457,7X; +160,3%, +149,26,X; +12,9K, X, -2,5K, (X7~ 8,2X,).

Cette eéquation montre que le facteur “"saison” a une
interaction positive avec le temps d'exposition (X;X;). On peut donc
affirmer que l'évolution des charges zinciques dans les moules
contaminées varie de facon significative entre ces deux saisons
(printemps, automne) et qu'elle est beaucoup plus importante au

printemps. Le dernier pglynome de cette équation traduit aussi une
interaction entre le facteur “"saison” et "temps“(X,X,), et dont le

signe depend de la valeur attribuée & X,, Ceci signifie que 1la

prolongation du temps de contamination 4 16 ou & 24 jours, se
traduit par un changement de la vitesse de biocaccumulation du
Zinc. En effet la cinétique de contamination est de tendance
exponentielle au printemps et logarithmique en automne. La figure
38 montre qu'entre le 2099 et le 2498 jours on abtient les mémes
concentrations métalliques pendant les deux saisons.

Chez les témoins il n'y a aucune différence significative, ce
qui explique l'absence du facteur "saison" (X1) dans les polynomes
du premier degré de l'équation de régression.

Une répétition au printemps de l1'année suivante (1987), de la
contamination & +20°C avec 2ppm de 2Zn dans les mémes conditions
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Milieuw 2 ppm Zn 3 20°C
Teups/ M:sS
jours

8 1235,5 = 135.1
16 1443,4 =+ §521,1
24 6424,7 =« 673.4
J2 $740,7 + 1202,2

Tablean 25 : Factewrs de coaceatration (FC) dm Ziac chez des moules
contamiaées par 2 ppe de Zinc a 20°C (86/1987).
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expérimentales, prouve bien cette évolution exponentielle dipha-
sique de la cinétique chez la dreisséne (fig. 39). Les FC sont de
l'ordre de 6424 au 248 jour et de 5740 au 328 (Tableau 25). Ces
données peuvent étre interprétées comme l'existence d'un début de
plateau de saturation entre ces deux temps.

En hiver, la cinétique est linéaire avec un léger ralen-
tissement d'accumulation entre le 158@ gt 1o 218 joyur d'expo-
sition (fig. 35-36). Les résultats analytiques du 2n sont lar-
gement inférieurs a4 ceux obtenus au printemps.

A titre de comparaison avec les études réalisées in situ, la
transplantation de trois classes de taille de dreissénes (10, 15
et 20mm) sur 1'Orne (affluent pollué de la Moselle), montre qu'en
automne l'accumulation du Zn augmente rapidement pour atteindre un
équilibre au bout de 20 & 30 jours avec une teneur de 400 i
420mg/kg. Ce plateau se maintient durant presque toute la durée de
l'expérience (257 jours). En Moselle, les réponses de la dreisséne
pour le Zn et le Pb sont particuliérement répétitives (LEGLIZE et
CROCHARD, 1987).

C'est pendant la période printemps-été qui marque la reprise
de l'activité et notemment de la gamétogénése, que le métabolisme
de la dreisséne est le plus intense (PIHAN et al., 1988).

De méme TOURARI et MOUABAD (1988) montrent expérimentalement
& 20°C que l'activité respiratoire suit une variation saisonniere,
avec des valeurs basses en automne-hiver et élevées au printemps-
été, ce qui est corrélé parfaitement avec nos résultats,

La liaison des variations saisonniéres de l'accumulation du
Zn avec le cycle de reproduction chez les bivalves a souvent fait
l'objet d'études (SIMPSON, 1979; WILLIAMSON, 1979; LOBEL et al.,
1982; POPHAN et al., 1982-1983),

Les caractéristiques physico-chimiques du milieu (surtout la
température et les conditions trophiques liées & la production
primaire), différent fondamentalement entre ces deux périodes de
l'année; printemps-été et automne-hiver, L'étude de l'effet de la
température et de la nourriture sur l'activité de bioaccumulation
du Zn par la dreisséne est indispensable pour mieux interpréter

les variations saisonniéres de cette activité.
8, n
ME,?
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] - EDTA JEDTA]

ng/l uM uM [2Zn) gg

0 --
] 0
111 -
0 0
2 31 31 1
155 ]
0 0
4 71 - 71 1
355 5
Iahlean 26 : Modalité de coataminatioa des moules

~avec le Zinc et 1'EDTA.

PARAMETRES rc FA IC %4

Temps/jours | 2 2 4 ¢ 2 2
4 1035.9 95,9 3.1 1,6 12,5 26,3
8 1930 95,9 8.4 1,6 7,2 26,2
16 2776,2 164,7 8.3 3.8 46,7 63,3
24 3531,3 141.9 9,2 2.9 51,9 48,9
36 2396,8 200,3 9,5 3.7 §3.5 62.4

Tableay 27 : Effet de 1'EDTA (3luM) sur la cinétique d'accusmlation
du Zinc par la Dreisséne. ) ]
FC et FA = facteur de concentration et d‘accumulation.
2 : contamination avec 2ppm de Zinc (31uM).
' contamination avec 2ppm de Zinc en présence de JluM d4°'EDTA.
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IIT.1.2. Effets de ] 'EDTA (11/1986)

Nous avons montré précédemment que 1'EDTA réduit la toxicité
du Zinc vis-a-vis de la Dreisséne. Le mode d'action de ce comple-
xant met en jeu soit la modification de la cinétique d'ac-
cumulation du Zinc, soit celle du degré de toxicité métallique
intracellulaire. Il est donc nécessaire d'étendre cette étude a
l'action de ce complexant sur la contamination méetallique des
moules,

II1.1.2.1, Effet de 1'EDTA sur la bioaccumulation
du Zn

Pour tester l'effet de ce complexant, nous avons choisi deux
rapports molaires de 1'EDTA avec le 2Zn (tableau 26):

Les résultats schématisés dans les figures 40-41 montrent que
le Zinc s'accumule plus fortement dans les parties molles quand
il est seul. Par contre sa complexation avec 1'EDTA réduit consi-
dérablement cette contamination. Cette réduction est fonction de
la proportion du métal par rapport au complexant. Les fortes
concentrations en EDTA, 155 et 355 uM, annulent toute contami-
nation des moules. Pendant les 36 jours d'exposition respec-
tivement &4 2 et & 4ppm de Zn, les teneurs tissulaires en Zn sont
restées constantes et identiques aux valeurs initiales: 170mg/kg.

Par contre pour des concentrations molaires égales entre le
Zn et 1'EDTA, nous pouvons suivre une faible augmentation du 2n
dans les tissus des animaux contaminés. En absence de 1'EDTA les
FC du Z2inc sont 10 & 20 fois supenours qu'en sa presence (Tableau
27), mais les valeurs du FA et de 1°'IC (%) (paramétres pondérés)
montrent que cette difference est beaucoup moindre. Pendant la
phase de saturation (1668, 2468 ot 3668 jourg), la capacité
d'accumulation métallique chez les moules contaminées est deux ou
trois fois superieure en absence de 1'EDTA qu‘en sa presence
(31uM) (Tableau 27).

Ches les témoins, la présence de 1'EDTA entraine la mobili-
sation de fortes quantités de 2Zn contenu dans les tissus. Cette
élimination lente et continue du 2Zn réduit de 50% la charge
zincique des moules témoins aprés 36 jours (fig. 42),
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Fig. 40-41: Effet de 1'EDTA sur la cinétique de contamination
des moules par le Zinc 7
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Fig. 42: Effet de 1'EDTA sur les teneurs en Zinc tissulaire
chez les moules témoins.
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I1I1I1.1.2.2. Effet de 1'EDTA sur la mobilisation
ionique

L'analyse d'autres oligo-éléments de la partie molle des
témoins montre que l1'EDTA accélére le relargage du Fe et entraine
une décalcification tissulaire (tableau 28).

Au 369" jour les moules ne libérent que 50% de leur contcnu
initial en Fe, contre 80% en présence de 1'EDTA. La décalcifi-
cation est de 50%.

III.1.2.3. Effet de 1'EDTA sur les pertes en poids:

La comparaison des pourcentages du poids sec par rapport au
poids frais (X PS/PF) chez les témoins (Tableau 29) montre que ce
rapport baisse de 10% & 5% en présence de 355uM d'EDTA, et de 9,3
a 7,9% en son absence avec un minimum pendant le 2q8ee joyr,

Ces pertes ~n poids sont bien corrélées avec la mobilisation
ionique en Zn, en Fe, en Ca et fort probablement en d'autres
oligo-éléments non dosés.

III1.1.2.4, Effet de 1'EDTA sur la mortalité:

Le pourcentage de mortalité cumulée sur 36 jours (Tableau
30), chez les moules exposées & 2 et & 4ppm de Zn est de 20%.
L'ajout de 1'EDTA & ces milieux contaminés réduit fortement cette
mortalité qui devient comparable & celle trouvée chez les témoins
(<10%). Cette diminution de toxicité du 2n complexé a déja été
vérifiée lors de la détermination de la CL50,.

Cependant chez les témoins en présence de 355uM d'EDTA, le
taux de mortalité est trés proche de celui retrouvé chez les
contaminés (22%). A forte dose 1'EDTA peut donc exercer une cer-
taine toxicité. Malheureusement, nous n'avons pas pu déterminer la
CL50 de cette molécule organique a cause de la non proportion-
nalité de la mortalité avec les teneurs en EDTA testées .
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Oligo-éléments dosés : Fer Calcium
EDTA danms le miljen: g 485uM 2 355uM
Temps/jours
0 957,7+157,5 2500,5+600
8 850, 02250 250,5258,9 20602450 1800:504
16 733,9:13,9 340,5:140,9] 18602650 14502455, 5 |
24 682,92180 230,92100 2100:550 990,82430
36 540,6+150,% 190,8280,9 19052500, 5 12502665
Tableau 28 : Effet de 1°EDTA (355uM) sur la composition des tissus de moules témoins

en Fer et en Calcium.

Temps/j ¢

16 20

24 28

36

T 9,320,7 9,020,9 8,121,2 7,7:1,7 8,0:0,5

6,10,3 7,8:1,5 7,920,9

T 110,120,5 7,5:1,5 9,4:1,5 8,66:1,2 8;0:0,8 $,320,9 §5,0:1,3 5,120,6
Ianlgan_za : Effet de 1'EDTA (355 uM) sur les pertes em poids (Y PS/PF).
T = Moules témoins T'= Moules témoins exposées A 355 uM EDTA
Moules temoins Moules contaminees
Zn T UM 0 0 0 31 31 31 1 71 71
EDTA : uM 0 31 355 0 N 135 0 71 385 .
MC % 6.3 6.0 ‘ 22.3 19.0 1.5 6.0 20.8 4.8 7.5

Iabhlean 30 : Mortalité cumulée sur 32

_ jours (MC %) em fonction des temeurs
en Zinc et ean EDTA (uM)

dans le silles.
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Zn (mg/ g)

8 6.4 12.8 19.2 ©6 0 R
Temps (jours)
Y = 328.332 e( B.762705E-1 X) r = B8.897

Fig. 43: Corrélation des teneurs en Zinc dans les moules en

fonction du temps de contamination par 2ppm de Zinc a
20°C.

® % 6.4 = 12.8 19.2 25.6 ?

Temps (jours)

Y = B869.982 e( 8.376221E-1 X r = 08.974

Fig. 44: Corrélation des teneurs en Zinc dans les moules en

fgggtion du temps de contamination par 2ppm de Zinc a
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Fig. 45: Régression des teneurs en Zinc dansles moules en fonction

-

du temps de contamination par 2ppm de Zinc a 12°C
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Fig. 46;-Cinétique de contamination de la Dreisséne par le Zinc
a 20 et & 15°C.
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11II1.1.3. Effets de la température (06/1987)

Pour déterminer l'effet de ce facteur physique sur la ciné-
tique de contamination des moules par le 2Zn, nous avons été
confrontés au probléme du choix des températures & tester. La
recherche de la température létale de 50% d'une population de
dreissénes sur un cycle de 48 heures (TL50,,) est donc indispen-

sable.

III.1.3.1, Détermination de la TL50,4):

La valeur de cette constante est de 32,076 + 0,006°C (Tableau
31)., La TL50,,, déterminée pendant la méme saison de 1'année
précédente (juin/1986) et dans les mémes conditions expérimentales
est de 32,645 + 0,001°C (TOURARI, 1988). Cette différence entre
les deux constantes est diie au temps d'exposition.

Dans les essais de contamination des moules avec le Zn, nous
avons choisi des températures trés basses par rapport a la TL50 g0+
car 1l'effet létal de ce facteur abiotique peut étre amplifié par
une exposition prolongée de plusieurs semaines.

III.1.3.2. Effet de la température sur l'accumu-
lation du 2Z2n

Pour les trois températures (+12, +15 et +20°C), les teneurs
en Zn dans la partie molle augmentent réguliérement avec le temps
d'exposition, exponentiellement a +15 et a +20°C (Fig-43:4 ), et
linédairement & +12°C (fig..45 ). |

Entre le 24%® jour et la fin de l'exposition (32j), ces
teneurs augmentent de 1580 & 2050mg/kg & +12°C, de 2000 a
3100mg/kg & +15°C et baissent de 3400 & 3040mg/kg a +20°C. En
géneral elles sont d'autant plus importantes que la température du
milieu est élevée, sauf & +20°C qui montre une particularité avant
le 162 jour avec des valeurs inférieures a celles obtenues a +12
et a +15°C, Une deuxiéme particularité réside dans le fait que
chez les témoins de l'essai a +20°C, le taux de mortalité cumulée
au 32¢® jours est trés élevé: 40% (Tableau 32).
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TL 50 (48 h) |Intervalle de confiance| Droite de régression
32,076°C {32,070 ; 32,082) {y = 21,41 LogC » 31,806
Tableau 33 valeurs de TLS5048h chez Dreissena polymorpha.
Moules témoins Moules contaminees
Zn : ppm 0 0 0 2 2 2
T°C 12 15 20 12 15 20
4 3.0 3.5 40.¢ 7.5 8.0 43.0

Iablean 32 : Effet de la teapérature (T°C) sar le taux de mortalité

cumulée 2
moules coatamia

sur 32 jours chez des
s 4 2 ppa de

;:lles témoins et les
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La variation des concentrations en Zn dans les moules en

fonction des 3 variables! le temps d'exposition (X,: 0, &, 16, 24 et
32 jours), la teneur en Zinc dans le miliey (X,: 0 et 2ppm) et les
températures testées (X3: +12 et +20°C) donne 1° équation de régres-

sion suivante.

Y= 780,1 + 516,5K; « 383, 3K, + 262,7K,X; 80, 6X, X,

cette équation montre une interaction positive significative
entre le facteur "température” et le facteur "temps d'exposition”,
avec un facteur de contribution aussi important que celui du
“temps” .

L'évolution dans le temps de la contamination des parties
molles est donec nettement favorisée par une augmentation de la
température du milieu de +12 & +20°C, La différence des valeurs
des facteurs de concentration (FC) verifie bien cet effet en pas-
sant de +12 & +15°C (Tableau 33). Au 32é&me jour, & +12°C, ce
facteur est de 3414,5 + 1010,5 et d'une valeur présque double &
+15°C (5866,0 + 1017,2).

La comparaison des teneurs tissulaires en Zinc chez les
moules contaminées a +15 et +20°C donne 1'équation de régression
suivante:

Y= 845 + 564,7X, + 331,2X; « 274,2K.X, - 83!253(813 - 3.4%;) - 28.8X%;

On remarque donc que dans cet équation l'intéraction triple
(X,X.%;) se répéte deux fois, l'une de signe positive et 1l'autre de
signe négative. l'effet de la température sur la contamination
(accélération ou ralentissement), dépent intimement du temps
d'exposition (X1). Avec une prolongation du temps, cet'effet se
traduit donc par une accélération de la cinétique de contamination.

Dans le dernier polynome de ocet eéquation, le facteur
“température“(X;) est de signe négatif, mais son facteur de

contribution (f.= 16623,4)est quatre fois inférieur a celui de

l'intéraction triple (fc= 62892,8).

A +20°C la cinétique de contamination métallique des tissus
évolue exponentiellement avec le temps d'exposition. La pente de
cette cinétique est trés faible pendant les 16 premiers jours avec
des valeurs inférieures a celles obtenues a +12 et & +15°C, Au-
dela de ce temps, les concentrations métalliques dans les tissus
dépassent largement celles obtenues & +12 ou & +15°C,
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Milieu 20°C 15°C 12°C
Temps/jours ] s n s ] s
] 1235.5 185.1 | 2409.3 583.6 | 1569.8 233.3
16 1443 .4 321.1 | 2723.0 631.1 | 2277.2 693.3
24 6424.7 673.4 | 3826.4 506.4 |2638.2 1420.8
32 §740.9 1202.2 | 5866.0 1017.2 |3419.5 1010.3
Iablean 33 : Effet de la teapérature sur les factewrs de coaceatra-
tioa (FC) du Zinc chez des moules contalnées eR pré-
seace de 2 ppm de Zimc.
Témoin Zn : 1 mg/l Zn : 2 mg/d
NN N NN N
Temps/
Jours n s [ s [} s ) ] n s [ 5
0 7.9 o0.117.9 0.1}17.9 0.1}17272.9 0117.9 0.117.9 0.1
3 10.1 0.3 16.8 2.8]6.1 0.1]16.1 21174 11} 6.0 0.6
6 4.8 1.3 |6.4 1.516.6 0.6)] 6.4 03 ]5.0 10| 4.9 0.7
9 s.8 1.7 16.9 0.1%15§5.9 1.7}16.1 1.3]15.3 03] 6.6 1.1
16 6.4 0.7 17.0 1.416.8 1.11]17.9 1.1 5.8 o0.8] 6.7 0.2
21 6.5 0.6 7.0 1.416.4 0.4)6.4 0.4 6.0 0.0] 6.0 0.0
Iablean 34 : Pourceatage du noms sec (% PS/PP) de la partie molle clez

les moules mourries (N) et moa mourries (NN).
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-

Dans un essai de contamination a +1% et a +20°C réalisé en
automne de l'année suivante avec lppm de Zn pendant 15 jours, nous
n'avons obtenu aucune différence significative quant a la ciné-
tique d'accumulation du Zn (fig. 46).

III.1.4.' Effet de la nourriture (02/1988)

Les moules sont nourries pendant environ 4 heures tous les 48
heures avec une solution algale de Chlorella vulgaris a
106cell./ml. La nourriture est présentée en dehors des phases de
conta-mination des moules. Le suivi de la cinétique d'accumulation
du Zinc chez les individus nourris et non nourri8. nous a permis
d'évaluer simultanément les variations en poids dans les deux
conditions.

III1.1.4.1. Effet de la nourriture sur le poids

Les variations du poids de la partie molle sont évaluées par
le pourcentage du poids sec par rapport au poids frais (X PS/PF).
Dans des conditions trophiques optimales, ce rapport varie entre 9
et 10X chez les moules d'une classe de taille 18-22mm.

Chez les moules témoins on observe une diminution signifi-
cative du poids, plus importante chez les moules non nourries et
qui est de l'ordre de 2 & 3% aprés un séjour de 15 jours des
moules dans leur milieu (Fig. 47 ). Par contre chez les moules
contaminées le taux de diminution du poids est identique chez les
nourries et les non nourries: 2 & 3% (Tableau 34). La contami-
nation des moules par le Zinc agit également sur les variations de

leur poids. Les données de 1l'evolution du poids (Y= X PS/PF) en
fonction des 3 variables; le temps (X,: 0, 3, 6 et 9 jowrs), la teneur

en_Zinc dans le milieu (X;: 0, 1 et Zppm) et la pnourriture (X;:
préseate(+1) ou abseate(-1)), a permis d'obtenir l'équation de régres-

sion la suivante:
Y= 6,65 -0,36K, «0,17(%,3- 8,2K,)(X;2- 0,67) +0,1%,X,

+0, 13K, %3({X,2-0,67).

Il existe une interaction positive significative entre les
facteurs “nourriture”(X;) et “"temps“(X;), ce qui explique l'action

de la nourriture & réduire les pertes de poids des tissus. Dans
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19 . PS/PF (%) chez les moules temoins
S 12 .
t
(}) 9
o
6
3
B . : ¥ ) -
3 6 9 16 - zj
Temps (jours)
Moules: |, x Temoin NN(1) 8 Temoin NC2)

Fig., 47: Effet de la nourriture (N) sur 1l'évolution du pourcentage
du poids sec (% PS/PF) de la partie molle chez les moules
témoins.

N : Moules nourries
NN: Moules non nourries
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d'autres polynomes de cette équation, 1l'interaction de ces deux
facteurs (X;X;) est négative, mais leur facteur de contribution est
beaucoup plus faible.

Le facteur "Zn du milieu"” figure aussi parmi ceux dont
l'effet sur la variation du poids sec est significatif.

Ces polynomes de 1l'équation de régression expliquent les
différentes variations obtenues au niveau de la surface de réponse
& une contamination par le Zn des moules nourries et non nourries
(fig. 48-49 ).

III1.1.4.2. Effet de la nourriture sur la cinétique
d'accumulation du Zinc

Il s'agit de déterminer si l'effet d'éviter un jeline prolongé
en nourrissant les moules quelques heures avant chaque changement
du milieu, modifie ou non la cinétique d'accumulation du 2n.

Les résultats analytiques du Zn schématisés par les figures
48 et 49 montrent que dés le 168" jour d'exposition une nette dif-
férence quantitative est mise en évidence entre les charges
zinciques dans les moules non nourries et dans les moules nour-
ries. Ces derniéres en contiennent toujours moins, avec un écart
plus important et plus régulier dans le temps chez celles contami-
nées par lppm de 2n. Les teneurs maximales sont de l'ordre de
1290mg/kg chez celles non nourries contre 980mg/kg chez les moules
nourries; soit un écart de 300mg/kg,

La corrélation des résultats de la contamination métallique
des moules avec les trois variables! le temps d'exposition (X;:

0, 3, 6 et 9 jours), les teneurs en Zinc utilisées (X,: 0, 1 et
2ppm) et la nourriture (X3! présente(+l) ou absente(-1)) permet
d‘'élaborer 1l'équation de régression suivante:

Y= SI5,4 + 249,7X, + 87,6X; + 69,2X;X, - 13,1X,%5(X,%-8, 2x,)

- 5,3x3(x, 3-8, 2x,).

Les polynomes de cette équation présentent une interaction
triple entre les facteurs “nourriture”(¥;), le “"temps d'expo-
sition"(X;) et "la teneur en Zn dans le milieu"(X;). Le signe de

ces interactions varie suivant les polynomes. L'effet de la nour-
riture sur l1l'évolution de la contamination directe des moules est
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Fig. 49: Evolution des teneurs en Zinc dans les moules
nourries en fonction du temps de contamination
et des concentrations en Zinc dans le milieu.
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donc intimement liée au temps et aux concentrations métal-
liques dans le milieu.

Chez les témoins, on observe toujours une faible augmentation
continue du Zn tissulaire,

III.1.5. Effet du Plomb (11/1987)

Dans les milieux naturels les organismes sont en présence de
plusieurs métaux lourds et les accumulent. Les interactions inter-
métalliques posent souvent des problémes d'interprétation. ('est
le cas par exemple de 1l'accumulation du 2Zn par Mytilus edulis, en
présence du Fe (LOBEL, 1981).

Pour chercher 1l'incidence de la présence d'autres métaux
lourds sur l'accumulation du Zn, nous avons retenu le Pb dont les
mécanismes de fixation par la moule font l'objet d'une thése en
cours ( BENYAHIA, sous presse ).

Pour mettre en évidence les interactions intermétalliques
éventuelles entre le Zn et le Pb nous avons suivi le plan expéri-
mental résumé au tableau 35,

Pour limiter les problémes de précipitation nous avons pro-
cédé & un changement du milieu toutes les 24 heures avec une
augmentation de la taille des échantillons & 5 moules, pour pou-
voir doser simultanément le Zn et le Pb.

Pendant les 15 jours d'exposition, la réponse de la dreisséne
a une contamination par le Zn est modifiée en présence du Pb,

Avec 0,32%5ppm de Zn, la figure 50 fait apparaitre deux phases
distinctes dans la cinétique d'accumulation du Zn par la moule:

- a- Pendant les 9 premiers jours, cette cinétique est
identique en absence ou en en presence du Pb.
b- Entre le 9% ot le 15 (fin de l'essai) elle est
plus ralentie en présence du Pb.

Par contre avec lppm de 2n la figure 51 montre une cinétique
trés variable qui évolue en dents de scie et ne permet pas de
dégager aucun effet précis du Pb (Fig. 50 a et b).

Les résultats obtenus A& partir de ce plan experimental a
frois variables' le tempns (X,: 0, 3, &, 9, 12 et 15 jowrs) , les feneurs

en Zn (X,: O et 0.33ppm) et les teneurs en Pb dans le milieu (X3: o,
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Zn (mg-/kg)

Fig. 50:

3 6 9 12 15
Temps (jours)
Milieu: %xTemoin (1)8 2n:(4)" pp A 772n7Pb (5) ¢ Zn/Pb (6)
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Milteus x Temoin(1)B Zn (7) A Zn/Pb (8) @ Zn/Pb (9)

Fig. 50-51: Effet de la présence du Plomb dans le milieu sur la
cinétique de contamination des moules par le Zinc.

Legende: Temoin(1l) : Oppm Zn + Oppm Pb

(Tableau 35)Zn (4) : 0,325ppm Zn + Oppm Pb
Zn (7) : 1,000ppm Zn + Oppm Pb
Zn/Pb (5) : 0,325ppm Zn + O,5ppm Pb
Zn/Pb (6) : 0,325ppm Zn + 1,0ppm Pb
7n/Pb (8) : 1,000ppm Zn + O,Sppm Pb
Zn/Pb (9) : 1,000ppm Zn + 1,0ppm Pb
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Fig. 52a-52b: Teneurs initiales (52a) et finales (52b)(15°™jour)

en Zinc chez la Dreisséne en fonction fes concentra-
tion en Zinc et en Plomb dans le milieu.
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0.5 et 1lppm) ont permis de calculer 1'equation de reégression

suivante:!
Y= 184 + 47,26, + 11,5K; « 6,8%;X; - 4,3KXX; - 1,2%.(X,% - 11,7)

o 7,16, %0852 - 0,7) « 5,9%, (X% - 0,7) - X2xg
Cet équation montre une interaction triple (X;X,X;) entre le
facteur “Pb du milieu®(X,), le temps d'exposition(X;) et les
teneurs en Zn dans le milieu(X,;), mais leur signe dans l'équation

de régression change suivant les termes. Il y a donc une grande
dépendance de ces trois facteurs quant a leur effet sur la prise
du Zn du milieu par la moule,

Dans un deuxiéme essai de contamination par 2ppm de Zn rea-
lisé au printemps, la biocaccumulation tissulaire du Zn ne montre
pas de différences significatives en présence ou en absence de
2ppm de Pb, méme en prolongeant le temps d'exposition a 32 jours.

Ce deuxiéme essai étant réalisé au printemps, sa comparaison
quantitative ou qualitative avec le premier essai réalisé en
automne, quant a l'effet du Ph, n'est pas possible.

III.1.6. Discussion:

La résolution de tous les plans factoriels que nous avons
traités dans l'étude de l'effet des facteurs externes sur la ciné-
tique de bioaccumulation du Zn et de sa variation saisonniére
prouve toujours l'effet significatif avec intéraction positive de
la concentration en Zn dans le milieu, du temps d'exposition.

La présence de 1'EDTA dans le milieu induit une importante
réduction de la toxicité du Zn en diminuant sa biodisponibilité et
par conséquent sa biocaccumulation. Le processus qui lie ces deux
phénoménes, & savoir la spéciation chimique du Zn dans le milieu
et sa bioaccumulation par l'organisme, est l'environnement memb-
ranaire., Selon Williams (1981), le transport & travers la barriére
membranaire est lié & une identification du métal par les trans-
porteurs protéiques. Plus un élément chimique est liposoluble plus
_ son assimilation par 1l'organisme est importante.

Pour les métaux du groupe B (Zn, Cu, Cd et Hg) cette lipo-
solubilité dépend de plusieurs propriétés physico-chimiques du
milieu: pH, degré de salinité, forme du complexe (BOUDOU, 1982).

Ainsi 1'EDTA empéche toute précipitation ou adsorption du 2n:
sa spéciation chimique sous la forme de complexe 2Zn-EDTA n'est
plus identifiable et donc non biocaccumulable par l'organisme.
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C‘est le cas aussi chez d'autres mollusques (NELSON et
DENKIN, 1985; HOLWERDA et al., 1988), du 2n% chez Anguilla
anguilla (FOULQUIER et LAMBRECHTS, 1980) et du Cu chez 1l'artémie
(BLUST et al., 1986).

Ces résultats montrent que la présence de complexants orga-
niques ou/et minéraux dans le milieu naturel fait diminuer la hio-
d;sponibilité du 2Zn pour la moule. Ainsi sa concentration peut
depasser largement la CL50,3; (10,88lppm) sans provoquer pour
autant de perturbations physiologiques ou métaboliques ou
d'augmentations significatives de la mortalité au sein des popu-
lations de dreissenes. Mais dans ces conditions, la propor-
tionnalité entre les charges zinciques dans les moules et celles
dans le milieu n'est plus vérifiable.

(et effet de 1'EDTA & diminuer la capacité d'assimilation du
Zinc par la moule pourrait avoir pour origine l'effet direct de ce
complexant a priver 1l'organisme d'un certains nombre
d'oligoéléments indispensables pour l'activité des pompes & Zinc.

En effet nous avons mis en évidence la mobilisation
tissulaire du Z2n, du Fe et du Ca, et fort probablement d'autres
oligoéléments non analysés, chez les témoins exposés a 355uM
d'EDTA. Au bout de 36 jours, ces pertes ioniques par les tissus
sont de l'ordre de 50X pour le Zn et le Ca, et de 80¥% pour le Fe.

Chez les bivalves, ces oligoéléments sont aussi indipensables
au fonctionnement normal de ©plusieurs apoenzymes dans le
métabolisme. C'est le cas par exemple du Zinc (coenzyme) pour
l'anhydrase carbonique et la phosphatase alkaline (WOLFE, 1970;
COOMBS, 1972), et du Fer pour l'hémocyanine; pigment réspiratoire
(MANGUM et al., 1987), Chez la Dreisséne, L'hémocyanine pourrait
jouer un rdle dans le métabolisme réspiratoire, mais ceci n'est
pas encore démontré,

Il est fort possible que chez la Dreisséne, le mécanisme du
transport du Zn est principalement de nature actif et implique un
transporteur protéique a4 grande affinité avec le Zinc et sensible
a un changement de la nature chimique du métal par complexation.

Il faut noter aussi qu'a forte teneurs (355uM), 1'EDTA exerce
une certaine toxicité chez les témoins en augmentant le taux de
mortalité qui approche (20%) celui des contaminés avec 2 ou a 4ppm
de Zn seul.
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Chez les moules témoins exposées a 355uM d'EDTA, les fuites
ioniques expliquent en partie , d'une part 1'augmentation de
mortalité, et d'autre part l'importance des pertes du poids
tissulaire. Cette toxicité de 1'EDTA doit inciter a éviter
l'utilisation de cette molécule organique comme complexant dans
toute experimentation sur organisme vivants.

Chez ('rassostrea virginica, CHENG (1988a) a plutdt observé un
effet stimulateur de la synthése d'hémocyanine par 15,8uM d'EDTA,
Dans le cas ou cette stimulation existe aussi chez les Dreissénes
au contact de 1'EDTA, les molécules d'hémocyanine néosynthétisées
seraient non fonctionnelles en raison de la privation de l'orga-
nisme de ces oligoéléments. De plus il a été déja démontre que
1'EDTA n'entraine aucune modification de l'activité respiratoire
chez la Dreisséne (MOUABAD, 1986)

Les deux observations que nous avons pu faire chez la Dreis-
séne quant a l'effet de 1'EDTA a savoir:

#- une mobilisation tissulaire du Zn, Fe et Ca.
#- une augmentation de la mortalité chez les
témoins.,

laissent suggérer un mécanisme selon lequel 1'EDTA est
capable de traverser la membrane cellulaire pour agir, en privant
l'organisme d'un certain nombre d'oligoéléments. Ainsi le schéma
explicatif proposé par GUTIERREZ-GALINDO (1980a) doit é&tre
complété par cette troisiéme voie d'assimilation de 1'EDTA seul.

En effet les travaux de MASON et al., (1988) sur le polychete
Neanthes arenacecdentata montrent la possibilité chez cette espéce
d'accumuler simultanément 1'EDTA marqué au carbone 14, du Zn® et
du ¢d109, .

L'assimilation du Zn dépend aussi de la température ambiante
du milieu. Une augmentation de celle-ci de 12 a 15°C, pendant une
intoxication avec 2ppm de Zinc au printemps, amplifie la prise du
métal. A 20°C, la cinétique de contamination est exponentielle et
se caractérise par une forte pente apres le 16¢" jour d'expo-
sition. L'effet de la température semble é&tre dépendant de la
saison; en automne, un essai de ontamination a 2ppm de Zn n'a
montré aucune différence significative de la cinétique d'accumu-
lation de ce métal & +15 et a +20°C, Il conviendrait donc de
reproduire l1'expérience au printemps et en automne, afin de
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valider ou non cette variation saisonniére de l'effet de la tempé-
rature sur la contamination métallique de la Dreisséne.

Plusieurs auteurs ont mis en évidence 1l'influence de la
température du milieu sur la rétention métallique par les orga-
nismes aquatiques.

Chez le polychéte marin Nereis diversicolor 1'accumulation du
Cd & +13 ou & +21°C, est beaucoup plus importante qu'a +4°C
(NEJMEDINE, 1987; MASON et al., 1988).

Chez Daphnia magna la significativité de l'effet de la tempé-
rature sur la contamination par le Mercure dépend de sa spéciation
chimique (BOUDOU, 1982).

L'augmentation avec la température de 1l'assimilation du Zinc
ne met pas en cause la biodisponibilité de ce métal car dans le
suivi des concentrations en Zn dans un milieu sans moule, nous

hl

avons montré qu il y a toujours plus de 2Zn dissous et total a
+12°C qu & +20°C. Chez les moules d'eau douce la température doit
donc intervenir au niveau cellulaire soit en activant le métabo-
lisme cytoplasmique, soit en modifiant la composition biochimique
membranaire (BORYSLAWSKYJ et al., 1988).

Suivant le modéle de transport actif du 2Zn, l'effet de la
température s'explique par L'activation des transporteurs
protéiques ou/et de leur synthése intracellulaire.

Les travaux de BATES et al. (1983) sur l'accumulation du Zn
par les organismes unicellulaires corroborent ce mode d'action de
la température. Selon ces auteurs, le flux métallique & travers
les membranes cellulaires baisse énormément au fur et & mesure que
les cultures vieillissent et que le nombre de sites par unité de
surface cellulaire diminue également.

Le Plomb a montré son influence significative sur 1'accumu-
lation du Zinc. La nature de cet effet dépend des concentrations
en Zinc dans le milieu, et du temps d'exposition, mais c'est apreés
le 9% jour de contact avec 0,325ppm de 2Zn que nous avons observé
un ralentissement de la cinétique d'accumulation du Zinc en pré-
sence du Plomb dans le milieu,

Cette action du Plomb peut étre l'effet d'une compétition
entre les ions 2Zn**/Pb** pour des sites spécifiques a la surface
cellulaire, comme c'est le cas pour les ions Zn**/Cd** et 2Zn**/Cu**
chez la moule d'eau douce Flliptia complanata (HINCH et
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STEPHENSEN, 1987), de méme que les ions Zn**/H* chez les organismes
unicellulaires (HARRISON et al., 1986).

Un modéle de transport transmembranaire actif du Zn par des
ligands protéiques spécifiques a la nature chimique du Zn (libre
ou complexé) et sensibles & la température du milieu et aux compe-
titions intermétalliques (Zn/Pb) semble étre le plus conforme &
nos résultats.

Ce modéle a été proposé chez les bivalves par plusieurs
auteurs (WILLIAMS, 1981; SIMKISS et al., 1982, GEORGE et al.,
1985; BRYAN et al., 1986). Mais parallélement, d'autres voies de6b

transport peuvent coexister simultanément. L'importance de
chacune d'elles par rapport aux autres, dépend des conditions
physico-chimiques et trophiques du milieu qui contrdlent a la fois
la spéciation chimique des métaux lourds et l'état d'activité
métabolique des organismes.

Ainsi Mason et al., (1988) ont proposé un modéle de transport
métallique selon lequel 1l'accumulation du Zn et du Cd par le poly-
chéte Nereis diversicolor pendant les premiéres heures d'expo-
sition, est un processus passif et continu méme en presence des
inhibiteurs métaboliques, mais le transport actif est mis en jeu
si on prolonge la durée d'exposition.

(e travail présente aussi la cinétique significativement dif-
férente de 1'accumulation du Zn par les moules nourries et non
nourries. Ces derniéres accumulent 200 & 300mg/kg de plus, et cet
effet de la nourriture est dii essentiellement a son influence
directe sur le poids et éventuellement i son effet sur 1l'activité
de filtration,

La réduction des pertes corporelles en poids par la présence
de la nourriture limite la surestimation des charges zinciques
dans les moules. Une faible diminution du pourcentage en poids sec
est cependant observée méme chez les individus témoins nourris du
fait que les conditions trophiques que nous avons utilisées ne
sont pas optimales., In situ la Dreisséne présente des exigences
tro-phiques qui varient selon les saisons (STANCZYKOWSKA, 1977) et
qui sont responsables des variations saisonnieres du poids
corporel (WALZ, 1979). Ches les bivalves, ces derniéres variations
sont généralement synchronisées avec le cycle gamétogénétique et
princi-palement la vitellogénése (GABBOTT, 1983).
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Par contre chez les individus intoxiqués, le taux de dimi-
nution du poids est identique chez les moules nourries et non
nourries en raison de l'effet "interaction" entre celui du jeiine
et de la contamination avec le Zinc, En effet la contamination
experimentale avec le Zinc provoque la réduction du taux de
filtration chez la Dreisséne (EBERSVAILLER, 1988), ce qui permet
aussi d'expliquer le faible niveau de contamination observé chez
les moules nourries par rapport aux moules non nourries.

En outre, dans la cavité palléale et dans la lumiére du tube
digestif, le Zinc dissous dans les masses d’'eau inhalées s'adsorhe
entre autres, sur les particules alimentaires, sur le mucus et sur
le pseudofécés. Cette adsorption limite le contact du métal avec
l'organisme. L'excrétion de ces supports d'adsorption (mucus et
pseudofécés) permet de réduire la contamination métallique des
tissus.

III.1.7. Répartition du Zinc dans la partie molle

La détermination des organes d'accumulation du Zinc constitue
une donnée interessante, en particulier dans le cas des espéces
trés proches de celles qui entrent dans l'alimentation humaine.

Nous avons utilisé deux procédures: l'une analytique et
1'autre histochimique.

IIT1.1.7.1. Quantification du Z2inc tissulaire:

Dans un essai de contamination avec 2ppm de Zn pratiqué en
automne, nous avons suivi 1l'évolution du métal d'une part dans les
trois organes les plus exposés au milieu: 1les branchies, le
manteau, le byssus, et d'autre part dans "le reste" de la masse
viscérale. La taille de l'animal ne permet pas une approche plus
détaillée.

Le faible poids et la taille de ces prélévements, nous a fait
augmenter le nombre d'individus de chaque échantillon & 10 moules
de la classe de taille 22-30 mm.
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Tissus PMT Manteau Branchies Byssus Reste

Temps/| T + Zn T + 2Zn T + Zh T + Zn T + Zn

Jours 2ppw 2ppm 2ppm Zppm 2pom
0 140.9 140,91 nd nd nd nd nd nd | nd nt -
9 116,2 320,91 104,7 274,7) 67,9 244,3 {480,1 4804 LS‘,G 181,4
15 261.,4 541,1| 152,8 648,3)] 171,3 S587,0 |806,3 5577 | 61,7 287.4

Tableau 36 : BRépartitioa du Ziac dais 1a partie solle des Dreissdmes
cortaminées par 2 ppa de Zinc et chez les témoias (T)
en fonction du temps.

Tissus BMT Manteau Branchies Byssus Reste
Temps/| EC IC/Z] FC IC/Z} EC IC 4] EC IC / |14 IC ¥
Jours
9 605.5 15,3 | 518,3 24,8 | 460,9 33,9 | 9065,7 94,4 | 342,3 11,1
15 1020,9 11,5 |1223,2 40,0 jl107,5 32,3 110523,5 65,3 | 542,3 43,9

: Pacteurs de coaceatratioa (FC
(IC %) du Zinc chkez la Dreis

et indices de coaceatratioa
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En paralléle & 1'augmentation globale du Zinc dans les
parties molles, nous avons observé une forte accumulation dans les
tissus analysés (Tableau 36). '

En fin d'expérimentation (15 jours), le byssus présente le
plus fort facteur de concentration: 10523, soit 10 fois celui des
branchies (Tableau 37). Il s'agirait plutdt d'une adsorption du
métal sur les filaments du byssus, trés exposés au 2inc du milieu
ainsi qu'aux contaminations lors de la dissection des animaux,
laquelle expliquerait aussi les fortes teneurs détectées dans le
byssus des animaux témoins.

Aprés 15 jours d'exposition le manteau a accumulé légérement
plus que les branchies avec une teneur de 540mg/kg, alors que
c'est la partie "reste" qui accumule le moins (287mg/kg).

Les facteurs de concentration (FC) ont permis de faire une
classification des tissus suivant l'ordre décroissant de leur
capacité de hioaccumulation du Zn: Byssus>> Manteau> Branchies>
Partie molle totale> Reste,

Le rapport entre les FC permet d'apprécier l'importance de la
différence de capacité d'accumulation métallique entre les
organes. Les FC du manteau et des branchies sont réspectivement
1,2 et 1,09 fois supérieurs & celui de la partie molle totale. Par
contre le FC de la partie "Reste" est deux fois inférieur a celui
de la partie molle totale.

I11.1.7.2. Détection histochimique:

Les limites de la dissection imposées par la taille de
l'animal, font qu'une analyse plus détaillée des voies de
transport, de stockage ou d'excrétion du 2inc nécessite
l'utilisation de techniques histochimiques.

La localisation histochimique du Zinc dans l'organisme a pu
étre faite dans trois types de tissus!

a- Les tissus en contact direct avec le milieu exterieur
(planche I-II-III-IV):

C'est principalement dans 1l'épithélium des palpes labiaux,
des branchies, du manteau et de la bosse de polichinelle qu'on
observe le maximum de coloration rouge par la dithizone qui
caractérise le Z2inc diffus dans les cytoplasmes. A ce niveau la



PLANCHE I 3 VIII : Localisatiqn histologique du Ziac chez les moules contaminées
nendant 10 jours em présence de 2ppm de Zimc dams le miliea.

Coloration ea rouge du Zinc par la méthode de MAGER A 1'aide
de 1a Dithizone.

Fig. 1 : Branchies (B) d'une soule téamoina:
On note 1'abseace de coloration rose (G x 100).

Fig.2 et 3 : Bramchies d'ume soule contaminée. Les fldches indiqueat 1la
coloration du Zinc diffus dams 1'épithélium branchial (G x 400)(E).
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PLH

Fla. 4

Fig. % -

Coupe des branchies (B), de 1a cavité hraanchiale (£) et dp 1a bosse
dp polichinelle (BP) 4'une moule témoin {6 x 250)

Bosse de polichinelle d'une moule contaminde. Coloration rose da Zine
{fl&che) diffus dans 1°8pilthélium (E) (6 % 400}



Manteau (M) d°'une moule contaminée. Petits granules de Zinc dans
1'épithélium (E) (G x 258).

Manteau (M) d'une’lonle contaminée. Détail des granules roses
dans 1°'épithélium (fldche) (G x 400).

Palpe labial (PL). Coloration rose du Zinc diffus dans l°'épithélium
(E) (fléche) (G x 400).
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PLIV

Intestin (I) d'un individu témoin (G x 250).

Coloration rose du Zinc diffus (£12che) dans 1°éphithélium (E)
1'intestin (I).

de
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prise directe du Zinc du milieu est trés importante et révele
plutdt une voie de transit,

b- les cellules circulantes (planche V):

Il s'agit des granulocytes bien visibles dans les branchies,
l'épithélium basal du tube digestif et 1'hépatopancréas. Ces cel-
lules se chargent de Zinc qu'elles transportent depuis les tissus
en contact avec le milieu externe vers les reins et probablement
vers les gonades et l'hépatopancréas.

Nous avons ohservé egalement une cellule chargée en Zinc dans
la lumiere du tube renal.

c- Les tissus qui ne sont pas en contact direct avec le
milieu extérieur (planche VI):

#- L'hépatopancréas: cette structure située autour de
1'intestin moyen est rarement citée comme voie d'entrée ou de sto-
ckage des métaux lourds. La figure 14 (pl VI) montre une colo-
ration rouge au centre d'une coupe tranversale d'un diverticule
hépatique.

#- Les reins: Des granulocytes chargés en Zinc sont
observés dans les tubules proximaux et distaux.

III.1.7.3. Réactions tissulaires :

Au cours de nos observations en microscopie optique, nous
n'avons pu détecter aucune anomalie structurale, a 1l'exception de
certains ovocytes qui montrent plusieurs nucléoles (5 a 7).

La méthode de MOWRY a permis de montrer que les moules conta-
minées développent une réaction de défense, par sécrétion de mucus
principalement, au niveau des tissus exposés directement au milieu
extérieur. Les planches VII-VIII illustrent le détail de cellules
4 mucus au niveau du manteau, des branchies et des palpes labiaux.
Par ailleurs, il a été observé une correspondance exacte entre la
localisation d'une réaction positive a la dithizone et 1la
localisation du mucus par la méthode de MOWRY.



Granulocyte (G) chargé em Zinc, localisé dams les bramchies (B) (G x
400).

granulocyte (G) chargé em Zimc, localisé dams le tissu imtestimal (I)
(G x 400). '

granulocyte (G) chargé em Zimc, localisé dams 1°'hépatopancréas (H) (6
x 400).



PLV




Coloration rose (fléche) du 2Zimc diffus dans 1la - lumidre de
1'hépatopancréas (H) (G x 400).

Zinc diffus (fléche) dans le rein distal ianterme (RD) (G x 250).

Zinc diffus dans le rein proximal (RP) (fléche) (G x 250).
L : Lumidre des tubes réaaux






Fig.17 : La fléche sontre ume cellule chargée em Zinc, localisée dams la lu-
miére re nale (L) (€ x 400).

Eig.18-19 : La fléche montre la fixation du Zinc par le mucus secrété au niveau
de 1°épithélium du manteau (M) chez les moules intoxiquées (Gx400).
On note une coloration plus foncée des cellules (C) 3 mucus
chargées en Zinc.
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Coupe d°'une branchie témoin (G x 400).
Cellule a mucus (fléche C)

Coupe d'une branchie de moule contaminée (G x 400).
On note 1'abondance des cellules A mucus (fléche C) et de sécrétion
de mucus au niveau de la chasbre supra-branchiale (fladche M). '

: Coupe au niveau des palpes labiaux témoins (G x 400).

Coupe au niveau des palpes labiaux d'une moule contaminée (G x 400).
On observe 1'abondance de sécrétion de mucus (M) par rapport as
témoin.
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ITI1.1.7.4. Discussion

Cette partie nous a permis de dresser 1'organotropisme
suivant vis-a-vis du 2n: Byssus>> Manteau> Branchies> Partie molle
totale> Reste de la masse viscérale,

Dans la littérature les auteurs attribuent aux branchies une
gapacité de bioaccumulation des métaux lourds en général, beaucoup
plus importante que celle des autres tissus, et cela que ce soit
chez les bivalves marins (KOGA, 1934; IKUTA, 1968; VIARENGO et
al., 1985-1987; CHASSARD-BOUCHAUD et al., 1986; LOBEL, 1987) ou
dulcaquicoles (FOULQUIER et al., 1973)-

Chez la dreisséne, les études in situ, prouvent l'importance
des branchies et des siphons dans la fixation du Zn et du Cu par
rapport a4 la bosse de polichinelle (DAUCE et HENARD, 1984). Mais
cette capacité de fixation métallique varie suivant les métaux:
Fe, Pb,etc...

Les filaments polysaccharidiques du byssus favorisent
énormément 1'adsorption du Zinc et peuvent causer, s'ils restent
liés en partie a la partie molle, une augmentation des variations
dans les résultats analytiques des métaux lourds.

Ces dosages ont été faits chacun sur un seul échantillon, ce
qui ne permet pas de suivre l'ordre de grandeur de la variabilité
pour chaque organe.

Les organes dans lesquels le Zinc a été localisé! branchies,
manteau, palpes labiaux, intestin, hépatopancréas et reins, sont
les sites les plus ciblés par les auteurs, du fait de leur
importance métabolique et de leur interaction avec le milieu
externe (BROWN, 1982; CHASSARD-BOUCHAUD et al., 1983). Ces
localisations ont amené les auteurs, et plus récemment RAIMBOW
(1985) a proposer des schémas explicatifs des voies de transit des
métaux lourds chez les bivalves.

Selon le schéma proposé par GEORGE (1980), le mucus constitue
une voie qui facilite l'adsorption du 2Zn, le byssus, la constru-
ction de la coquille et l'activité rénale permettant 1l'élimination
du meétal accumulé tandis que les branchies, le manteau, et
1'intestin sont les voies principales de son transit vers les
organes internes via l'hémolymphe.
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Fig. 53: Teneurs en Zinc dans la coquille de la Dreisséne.
C : Coquilles isolées.

MVV: Coquilles de moules vivantes.
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La sécrétion de mucus explique en grande partie la rétention
métallique au niveau des branchies, du manteau, des palpes
labiaux, du siphon et de l'intestin. Le mucus joue parallelement
un réle protecteur a4 la surface des organes comme cela a éte
vérifié plus récemment chez la Dreisséne (PIHAN et al., 1988).

Cette étude devra étre complétée par une quantification dans
les sites tissulaires qui accumulent le Zn en tenant compte de la
variation saisonniére, car le turnover et le flux des ions
zinciques dans chaque organe sont intimement liés & 1'activité
métabolique de ces tissus (MASON, 1988). Actuellement une étude
microanalytique sous rayonnement laser est en cours.

III1.2. Accumulation par la coquille

ITI.2.1. Dvnamigue d accumulation

La figure 53 montre que les coquilles isolées et celles des
moules vivantes ont la méme cinétique, de fixation du Zn de leur
milieu. Les quantités fixées de ce m2tal augmentent avec le temps
d'exposition jusqu'au 9% jour, un plateau de saturation est
atteint entre le 9% ot le 218 jour, La valeur maximale obtenue
est de l'ordre 280 mg/Kg de PS des coquilles, ce qui correspond a
une valeur 10 fois supérieure a leur teneur initiale en 2n.

Cette similitude de la cinétique de fixation du Zn sur les
coquilles isolées et celles des moules vivantes montre qu'il
s'agit d'une simple adsorption des ions métalliques sur la surface
des valves qui ne dépend pas des activités vitales de la dreis-
séne. En fait le taux élevé d'adsorption des ions métalliques che:z
les moules nourries par rapport a& celles non nourries n'est pas
significatif (Fig 54-56 ).

Le niveau du plateau de saturation obtenu & 280 mg/Kg est
largement inférieur aux capacités potentielles de la coquille a
fixer les ions Zn**., Pendant les 24 heures de stabulation qui
précéde chaque analyse, les coquilles ont déja libéré une partie
de leur charge en Zinc.
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Fig. 54-55: Teneurs en Zinc adsorbé sur les coquilles de moules
nourries (MN) et non nourries (MNN).
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Fig. 56: Effet de 1'EDTA sur l'adsorption du Zinc du milieu

sur les coquilles.
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Fig. 57: Effét de 1'EDTA sur la composition calcique de la coquille.
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Dans un milieu &3 2 ppm de 2Zn, la charge métallique des
coquilles augmente a 350 mg/Kg aprés 21 jours d'exposition.

Nous remarquons que durant les trois semaines de l'essai, les
témoins ont toujours eu une quantité minimale constante en Zn dans
le temps: 30 & 50 mg/kg de poids sec des coquilles. Ces charges en
Zn correspondent-elles 34 des ions adsorbés sur les coquilles des
moules? ou s'agit-il des ions liés & la structure organo-minérale
de la coquille?

Pour pouvoir trouver une réponse, nous avons essayé de mobi-
liser ce Zn des coquilles par 1'EDTA en suivant leur composition
calcique.

III.2,2. Effet de 1 EDTA

Nous avons comparé l'évolution de l'adsorption du Zn sur les
coquilles dans deux milieux expérimentaux contenant 2ppm de 2Zn
chacun, soit une concentration molaire de 31uM. L'un de ces
milieux contient 153uM d'EDTA soit 5 fois la concentration molaire
en Zn. Son témoin équivalent contient 306uM d'EDTA.

La figure 56 montre que l1'EDTA empéche toute adsorption du Zn
du milieu sur les surfaces valvaires. Par rapport au milieu témoin
sans EDTA, les coquilles de moules témoins qui ont été au contact
avec ce complexant organique, ont relargué 50% de leur contenu
initial en Zn dans les 8 premiers jours.

Aprés 36 jours, 1'EDTA ne permet pas de mobiliser la totalité
du 2Zn valvaire. Une quantité minimale est toujours détectable
pendant le dosage: lOmg/kg. Il s'agit donc des ions qui rentrent
dans la structure minéralogique du test de la coquille qui en
contient 1l0mg de Zn/Kg de leur poids sec.

Le suivi de 1'évolution des teneurs des coquilles en calcium:
ion minéral majeur de la structure du test des coquilles (Fig.
57 ), montre qu'en présance de 1'EDTA, ces teneurs calciques ne
varient pas significativement par rapport aux témoins sans EDTA.
Ce complexant n'entraine aucune décalcification des coquilles méme
aprés 36 jours d'exposition. Leurs compositions moyennes en
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Fig; 58: Effet de la température du milieu sur 1"adsérpt'ion du
Zinc sur la coquille.
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calcium varient de 140 & 240g9/Kg de poids sec soit 14 & 24x109 fois
plus que leurs teneurs en Zn.

III.2.3. Effet de la température

Nous avons comparé l'adsorption du 2Zn & deux températures: 15
et 20°C, dans un milieu & 2ppm de Zn,

La figure 58 montre qu'ad faible température nous obtenons
moins d'adsorption métallique sur les coquilles. Pour les deux
températures 1'adsorption augmente jusqu'au 9t%e  jour et se
maintient constante entre le 9% et 15%@ jour avec un écart moyen
de l100mg/Kg en plus & 20°C, ce qui est en accord avec l'effet de
~ la temperature sur la physico-chimie du 2Zn!: diminution de 1la
solubilité avec la température du milieu.

La température est un facteur physique qui n'a qu'un
faible effet sur le dynamisme du Zinc dans un environnement
aquatique. Le temps de contact des coquilles avec le Zn est
important pour mettre en évidence cet effet thermique sur
1'adsorption métallique au niveau des coquilles.

IV. REPARTITION DES PROTEINES DANS LA PARTIE MOLLE
IV.1. Protéines thermorésistantes soufrées (PTS)

IV.1.1. Répartition des PTS dans la partie molle

L'analyse polarographique & impulsion différentielle des
branchies et de la partie molle totale et sans branchies, révele
la présence de PTS. Les résultats quantitatifs (fig. 59-62)
montrent que ce sont les branchies qui en renferment toujours la
plus forte concentration , alors que la partie molle totale en
renferme le moins, aussi bien chez les moules témoins que chez les
contaminées, en présence ou en l'absence de nourriture.

On observe également une augmentation des teneurs en PTS dans
les trois parties analysées, surtout pendant le gtme gy 1o 218
jour de l'expérience.
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Fig. 59: Teneurs en PTS (&quivalent métallothioniénes: Eq.MT)

chez les moules témoins non nourries.

Br

: Partie molle totale (msans byssus)
: Branchies.

PMT-Br: Partie molle totale sans branchies.
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Fig. 60: Teneurs en PTS chez les molues non nourries et conta-
minées avec 2pom de Zinc.
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Fig. 61: Teneurs en PTS chez les moules témoins nourries
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Fig. 62:Teneurs en PTS chez les moules nourries et contaminées
avec 2ppm de Zinc.
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Fig. 63: Teneurs en PTS dans la partie molle totale (PMT) des
moules nourries (N) et non nourries (NN).
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Fig. 64:Teneurs en PTS dans dans la partie motle sans branchies
(PMT-Br) chez les moules nourries (N) et non nourries (NN)
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La variation des résultats des PTS en fonction des quatre
variables! le temps (X,: 0 et 3 ow 16 jowrs), la fraction analvsée (X,:

partie molle totale et sans branchie), les teneurs en Zinc dans le
milieu (X3: 0 et 2ppm) et la nourriture (X,: présente ou absente), permettent

d‘établir les équations de régression suivantes:

Yl = 187,7 - 31X,. pour X,: 0 et 3j

Y2 = 222 - 20,6K; + 16,5X%; powr X;: 0 et 16j.

Ces équations prouvent l'effet significatif du facteur
"temps” (X;) et du facteur "partie analysée"(X,), avec un facteur
de contribution plus important pour la fraction analysée (X, que
pour le temps (X,).

IV.1.2. Effet de la nourriture

Les équations Yl et Y2 montrent qu'au niveau des parties
molles et sans branchies la nourriture n'a aucun effet sur les
teneurs en PIS. Par contre au niveau des branchies, les
concentrations en PTS dans les branchies chez les moules non
nourries sont toujours plus élevées que chez les moules nourries
(fig, 63-64).

Les équations de régression calculées i partir des résultats
des PTS dans les branchies en fonction des trois variables: le
temps (X,: 0 et 3, 16 ou 21 jours), la feneur en Zinc dans le milieu (X,: 0
et 2ppm) et la nourriture (X;: présente ou absente) sont les suivantes:

Pour X,:0 et 33 Y3I= 251,58 - 21,8%; - 21,8K, 05

Pour X,:0 et 167 Yd= 267,98 - 20, 6X,.

Pour X;:0 et 217 YS5= 292.8 36, 8K, - 23,8K; - 238K, X,.

La nourriture (X3) a donc un effet significatif et présente
une interaction négative avec le temps. Cette interaction, quand
elle existe, a le méme facteur de contribution que celui du
facteur "nourriture”.

L'évolution du poids frais des branchies utilisées pour le
dosage des PTIS, en fonction des trois variables: le tempns (X;:0 et

3, 16 ou 21 jours), la teneur en Zinc (X,:0 et 2ppm) et la
nourriture (X;: présente ou absente) donne les équations de

régression suivantes:
Pour X,:0 et 35 Y= 524,56 « 30,9%; + 30,9K,X; - 244K,

Pour X,:0 et 165 Y= 562,1 - 18,6%, - 18,6K,X, + 13,1K;
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Fig. 65:Teneurs en PTS dans les branchies (Br) chez les moules
nourries et non nourries (NN).
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Fig. 65 :Teneurs en P¥5téines totales (Pr.T) dans les branchies
(Br) chez les moules nourries (N) et non nourries (NN).
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Powr X,:0 et 215 Y= 510,1 « 67,763+ §7,6X,X,

Ces équations montrent que les pertes en poids des branchies
en fonction du temps (%), sont limitées par la nourriture (%3). On
assiste & une interaction positive entre le temps et la nour-
riture. Ces équations présentent aussi l'effet significatif de la
contamination par le Zinc (X,) & diminuer le poids des branchies.

Cet effet directe de la nourriture sur le maintien du poids
des branchies se répércute sur les concentrations en PTS, plus
élevées dans les branchies des moules non nourries. On pense que
le maintien du poids est assuré par des lipides, des glucides
et/ou des protéines non soufrées,

IV.1.3. Effet de la contamination avec le Zn

L'exposition des moules & 2ppm de Zinc pendant 21 jours
n'entraine aucune modification significative des teneurs en PTS
par rapport a4 celles des moules témoins (fig. 63-65). Ceci se
traduit par l'absence du facteur "Teneurs en Zinc dans le milieu”

dans les équations de régression des teneurs en PTS en fonction
des facteurs externes; X; dans l'équation Y; et X, dans Y,, ¥; et

Y‘l

Dans nos conditions expérimentales: contamination a moyen
terme (21 jours) et par voie directe (via l'eau), le 2Zinc ne
montre pas d'effet inducteur sur la synthése de ce type de
protéine chez la Dreisséne.

IV.2. Protéines thermorésistantes totales (PTT):

Le dosage des protéines thermorésistantes totales (PIT) n'a
été effectué que dans les branchies en raison de la bonne repro-
ductibilité que nous avons pu obtenir.

La figure 66 montre que dans cet organe, les concentrations
en PTT chez les moules non nourries (témoins et contaminées)
augmentent avec le temps et sont légérement superiev °s chez les
moules non nourries. par contre elles demeurent constantes che:z
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les moules nourries: 5,5 mg/g de poids frais des branchies, soit
un pourcentage de 0,55%. Par contre il n'y a aucune différence
entre les valeurs en PIT chez les contaminées et leurs témoins.

IV.3., Discussion:

Par rapport aux témoins, le Zn n'entraine aucune modification
des teneurs en PTS ou en PIT chez les dreisséenes contaminées.
Quatre hypothéses explicatives peuvent étre formulées:

#- Chez la dreisséne il n y a pas d'induction de 1la
synthése de ce type de protéines par le Zn comme c'est le cas par
exemple chez Mytilus edulis (GEORGE et PIRIE, 1980).

#- (Cette induction n'est pas possible dans le cas d'une
contamination directe (via 1'eau) (TALLANDINI et al., 1985).

#- La spécialisation de certains tissus dans la synthese de
protéines qui fixent les métaux lourds, neécessite 1'analyse dans
d'autres organes isolés tel que le complexe digéstif (GEORGE et
PIRIE, 1979; VIARENGO et al., 1985).

%- La variation saisonniére de l'activité métabolique des
organes fait que leur «capacité de synthése de protéines
inductibles varie suivant l'époque de l'année comme c'est le cas
chez Mytilus edulis (HARRISON et al., 1988).

Les teneurs en protéines sont rapportées au poids corporel de
la Dreissene. Les faibles augmentations des teneurs en proteines
observées chez les moules non nourries peuvent étre un simple
effet du jeline prolongé ou des conditions trophiques non
optimales. Afin d'assurer le maintien énergétique de 1l'organisme
il vy a une dégradation de la matiére organique tissulaire, Cette
dégradation est essentiellement lipidique et glucidique chez cer-
tains bivalves (ANSELL, 1972; PARACHE, 1985).

Cependant les travaux de STANCZYKOWSKA (1977) et de WALZ
(1979) sur la Dreisséne, montrent que lors de conditions tro-
phiques défavorables, il y a une diminution des teneurs en pro-
téines,

La poursuite de ce travail envisage l'identification de ces
protéines pour verifier certaines de leurs propriétés biochimiques
et qui pourraient confirmer s'il s'agit ou non de métallothio-
néines: poids moléculaire, structure primaire, absorption dans
l'ultraviolet., Par la suite il faudra tester leur possibilité a
fixer le Zinc accumulé par la moule.
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V. CINETIQUE DE RELARGAGE DU ZINC

V.l. Relargage par la partie molle:

V.1.1. Dvnamigue dy relargage

V.1l.1.1. Au printemps: (fig. 67—68)

La cinétique de relargage présente beaucoup de fluctuations
dans le temps. Les coefficients de variation interéchantillons
dépassent souvent les 20%.

Les taux de relargage du Zinc en cette saison sont presque
nuls sauf pour les moules contaminées avec la plus forte concen-
tration en 2n (2ppm), et dont une décontamination de 37% est
observée entre le 268 ot le 2889 jour,

V.1.1.2, En automne: (fig. 69)

Deux lots de moules qui ont été contaminées par le Zinc pen-
dant 36 jours, l'un a 2ppm (L2) et l'autre a 4ppm (L4), ont été
remis dans l'eau déchlorée non contaminée.

Aprés 32 jours de décontamination, les taux de relargage sont
identiques chez les deux lots (L2 et L4): 54X. La demi-vie bhio-
logique du Zn se situe donc entre le 29é88 ot 1o 308 jour de
décontamination.

Pour le lot L2, le relargage continu du Zinc par les parties
molles a permis d'obtenir au 40%® jour, des valeurs identiques a
celles des témoins: 330 wmg/kg. La totalité du 2Zinc accumulé
pendant la contamination a été donc relargué.

V.1.1.3. En hiver: (Tableau 36)

L'essai a été réalisé sur deux lots de moules ayant été
contaminées pendant 12 jours respectivement a 1 ppm (L1) et a 2
ppm (L2) de Zinc.

Au bout de 12 jours de décontamination le taux de relargage
par le lot L2 est nul, alors qu'il est de 50X pour le lot Ll; soit
donc une demi-vie biologique de 12 jours pour ce dernier lot.
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Milieu: xTemoin 8 -2mg/1 de Zn

Fig. 69:Evolution des teneurs tissulaires en Zinc chez la Drei-
seéne pendant la décontamination (12/1986).
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Temoin Moules contaminées
Lot LINN Lot L2NN
Temps/ | Moyenne ] cv Moyenne ] cv Moyenne s cv
Jours mg/ky mg/Kg % mg/kg mg/kKg % mg/ kg mg/ky 4
% 0 178.6 5.8 3.2 1290.0 14.1 1.1 1576.5 103.9 6.6
K. 6 | 282.1 65.7 23.3 880.4 74.8 8.5 1490.0 130.0 8.7
12 156.5 25.9 16.5 640.4 14.90 2.2 1606.5 82.5 5.1
Tableau 36 . Evolution des temeurs em Zinc chez les
en foanction du temps de décontamination (n'rx)
Zn dans le milieu de Témoin 0,25 0,50 1,00 1,50 2,00
contamination (ppm)
Nombre de moules 195 188 - 190 189 187 183
Début de déoontalmatxon
Mortalité cumulée(’): 28 j 6,7 10,6 9,5 25,4 42,8 49,2

Taux de mortalité pendant la décontamination

: (essai au printemps: 05/1986).
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V.1.1.4. Réflexion sur la variation saisonniére!

Généeralement, le relargage du Zn par les organismes aqua-
tiques, les moules en particulier, est un processus biologique
trés lent, avec une grande variabilité dans le temps (BAUDIN,
1982-1983; BIAS et KARBE, 1985).

Il en est de méme chez la Dreisséne avec une variahilité
saisonniére de cette cinétique. Au printemps, les teneurs tis-
sulaires en Zn sont restées presque constantes durant les 28 jours
de l'expérience (Fig., 67-68). Par contre en automne la déconta-
mination des moules est proportionnelle au temps et est beaucoup
plus importante. La demi-vie biologique se situe entre le 29%me o
le 30%@ jour chez les deux lots de moules testées (L2 et L4) (fig.
69). '

En hiver, malgré la courte durée de la décontamination, 12
jours ont été suffisants pour que les moules du lot L1 relarguent
50% du Zinc qu'elles ont accumulées auparavant (Tableau 36).

Il apparait donc que c'est au printemps, que la cinétique de
décontamination est la plus lente, alors qu'elle est beaucoup plus
rapide et plus importante en automne-hiver.

(es résultats laissent suggérer que pendant le printemps,
l'intensité de l'activité métabolique des protéines et de leur
synthése, favorise la rétention du 2Zn chez la moule. La décon-
tamination est par conséquent trés lente.

Chez Mytilus edulis, la variation saisonniére des teneurs en
Zn tissulaire est liée a une variation de croissance du soma méme
si des variations d'origine germinale existent aussi (LOBEL, et
WRIGHT, 1982). Cette interprétation resterait valable aussi chez
la Dreisséne, chez qui la synthése des matiéres de réserve (les
protéines en particulier) est plus intense au printemps (TOURARI,
1988), |

Chez les mollusques en général, la rétention métallique due a
la fixation des métaux lourds sur des sites et des ligands intra-
cellulaires peut impliquer la présence des métalloprotéines et/ou
des granules inorganiques (GEORGE et PIRIE, 1980; ROESIJADI, 1980,
MARTOJA et MARTOJA, 1984). Parmi ces protéines, les
métallothionéines jouent un rdle fondamental de deétoxification
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intracellulaire chez les mollusques contaminés par le Zinc
(COSSON, 1987), ou le Cadmuim (BOUQUEGNEAU et al., 1984).

En effet chez Murex trunculus (Gastéropode), BOUQUEGNEAU et
al., (1984) montrent gque la fixation du ¢Cd sur les
métallothionéines est plus importante au mois d'avril (printemps)
qu'au mois d'octobre (automne). Cette dynamique saisonniére peut
étre expliquée soit par une activation de ces protéines, soit par
une accélération de leur synthése métabolique.

Pendant la décontamination, les métaux lourds liés aux métal-
lothionéines peuvent é&tre lihérés A& nouveau, pour étre redis-
tribués entre des apoenzymes appropriées ou étre excrétés au
niveau rénal aprés leur dégradation cellulaire (VIARENGO, 1985).

Dans nos résultats analytiques dans les parties molles et
dans les branchies nous n'avons déterminé aucune corrélation entre
1'augmentation des charges en Zinc et les teneurs en protéines
thermosensibles soufrées (PTS) assimilées aux métallothioniénes.
Ces tissus contiennent toujours une quantité moyenne de 180 mg
PTS/kg de poids frais qui dépasse souvent les 200 mg/kg dans les
branchies.

Le rdle de ces PTS dans la fixation du 2n accumulé chez la
dreisséne, n'est pas encore vérifié., Ceci nécessite dans la suite
du travail, l'isolement de ces protéines et l'identification de
leurs caractéristiques biochimiques et physicochimiques (structure
primaire, poids moléculaire, absorption en ultraviolet, pH iso-
électrique ....) ©pour vérifier s'il s'agit ou non de
métallothionéines. Ces éléments de réponse sont nécessaires pour
mieux comprendre la dynamique saisonniére de contamination et de
décontamination chez la dreissene.

Pendant les 28 jours de décontamination le taux de mortalité
cumulé des moules témoins est de 6,7% alors qu'il dépassent
largement les 20% (Tableau 37) surtout chez les moules ayant été
contaminées par des doses superieures ou égales a lppm de Zinc,
Cette contamination les a fragilisées,

V.1.2, Effet de 1 EDTA

Nous avons procedé a la technique de transplantation. Deux
lots de moules, qui ont &té contaminé pendant 36 jours
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Fig. 70-71:Effet de 1'EDTA sur la Cin&tique de relargage du Zinc

chez la Dreisséne.
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respectivement en présence de 2 et 4ppm de Zn, ont servi a fournir
les lots de moules transplantés dans 1'epau déchlorée non
contaminée suivant les modalités ci-desous!

c I - I - n r'd | - -

Lot L2 : avec 2ppm Zn dans 1'eau déchlorée

Lot L4 : " 4ppm Zn " " "

Lot LT2: " 2ppm 2n " " * + 155uM EDTA
Lot LT4: " 4ppm Zn " " " + 355uM EDTA

Les figures 70 -71 montrent qu'en présence de 1'EDTA, le
relargage du Zn par les moules est beaucoup plus important qu'en
son absence. La demi-vie biologique calculée a partir des taux de
relargage au 328 jour, est de 29,5 jours chez les moules des lots
L2 et L4, et baisse a 22,5 et 20,5 jours réspectivement chez les
lots LT2 et LT4.

En présence du complexant, les coefficients de variation
obtenus pour les données analytiques du Zn, sont plus faibles, En
absence de complexants, le Zinc qui reste adsorbé sur la partie
molle et les filaments de byssus, constitue une source majeure de
variation. L'élimination de ce Zinc par sa complexation permet une
réduction de la variation interéchantillons,

V.1.3. Effet de la température

La transplantation des moules qui ont été contaminées pendant
15 jours & lppm, dans des milieux de décontamination a differentes
températures a permis d’'obtenir les_4 lots suyivants:

Lot L15 : Moules contaminées a +15°C
%nf I- |- \+]E°Q

* LT15: " " a +20°¢

* LT20: " " a +15°¢
;:, o

" L20 : " " a +20°C

Quelle que soit la température du milieu de contamination ou
de décontamination, la cinétique de relargage ne montre pas de
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Témoin Moules contaminées par 2ppm de Zinc
Lot LT20 Lot L15
Décontami-
nation a : 20°C 20°C 15°C
Temps/ BRe+sS cv me+sS cv mes cv
Jours mg/ kg 4 m3/kg 4 mg/kg 4
g 0 140.6 + 32.0 22.8 1 465.9 + 9.7 2.11 465.39 9.7 2.1
X. 4 151.1 + 6.4 4.3 | 512.6 +37.6 7.3 525.5 153.% 29.3
8 158.7 «+ 0.0 0.0 | 342.9 +06.5 31.1 | 553.0 81.3 14.7
12 142.9 + 28.5 19.9 | 421.7 +04.1 24.7 | 523.8 96.8 18.5
lableaq 38
Témoin Moules contaminées par Zppm de ZinC
Lot L20 Lot LI1§%
Décontami- ‘
nation A : 20°C 20°C . 15°C
Temps/ R+ S cv nsS cv R a5 oV
Jours ng/kg 4 ng/kg 4 "g/Xg 4
g 0 140 5 » 32.0 22.8 | S41.1 « 48.7 9.0 | 541.1 » 48.7 9.0
X. 4 151.1 =+ 6.4 4.3 |} 619.2 2160.5 25.9 | 553.4 2236.5 42.7
8 158.7 » 0.0 0.0 | 383.3 + 32.2 8.4 |654.4 +84.5 12.9
12 142.9 + 28.5 19.9 ]| 404.4 + 49.6 12.3 1441.9 + 59.3 13.4
Iableau 39
Iableaux 383-3% : Evolutioan des eABurs ea zinc chez 1
décoatamination 3 ls et 3 20°C es moules ea
Lot L15 : Moules contaminées a +15°C
% n IF [ . “ +] 5 o Q
* LT15: “ " a +20°c
* LT20: “ * a +1§5o¢
| % ac +20°C
n L20 : 1] " é +20 oc
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~ Témoin Moules contaminées
, ~ Lot LINN Lot L2NN
Temps/| Moyenne g cv Moyenne S cv Moyenne g cv
Jours mg/Kg mg/kKyg %4 mg/kg mg/kg 4 mg/ Ky mg/kg /4
g 0 178.6 5.8 3.2 1290.0 141 1.1 1576.5 103.9 6.6
X. 6 282.1 65.7 23.3 880.4 74.8 8.5 1490.0 130.0 8.7
12 156.%5 25.9 16.5 640.4 14.0 2.2 1606.5 2.5 5.1
Iableau 49 : Evolution des temeurs em Zinc chez les
en foaction du teaps de décoatamimatiom (DTX).
~Témoln Moules contaminées
Lot LIN Lot LZN
Temps/ |Moyenne s cv Moyenne 5 cv Moyenne s cv
Jours ng/kg ma/kg % ng/kg mg/kg % Rng/Kg wg/kg %
g 0 229.8 87.4 38.0 988.0 24.0 2.4 1399.5 83.0 6.6
X 6 193.6 5.0 2.6 835.5 192.1 23.0 1150.0 170.0 14.8
12 120.0 15.8 13.2 663.3 §1.6 7.8 922.8 254.7 27.6

Iablean 41 : Evolution des temeurs ea Ziac chez les moules mourries
ea fonction du temps de décoatamimation (DIX).

LINN: lot non nourri ayant été contaminé avec lppm de Zinc

LIN ¢ ™
L2NN: "
L2N ¢ "

nourri
non nourri
nourri

lppm de Zinc
2ppm de Z2inc
2ppm de Zinc
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différence significative (p= 0,95) (Tabhleau 38-39). Les taux de
relargage varient entre 0 et 20%, or les coefficients de variation
dépassent souvent les 20%.

V.l.4. Effet de la nourriture;

Des moules ayant été contaminées pendant 21 jours, ont été
mises dans 1'eau déchlorée non contaminée, Les conditions
trophiques sont maintenues identiques pendant la contamination et
la décontamination a savoir la fourniture pendant 4 heures toutes
les 48 heures & une solution algale de Chilorella vulgaris
106cell./ml,

LINN: lot non nourri ayant é&té contaminé avec lppm de Zinc

LIN ! " nourri * " " " lppm de Zinc
L2NN: " non nourri " " " * 2ppm de Zinc
L2N ! * nourri " v " * 2ppm de Zinc

Les tableaux 40-41 montrent qu'apres 12 jours de
décontamination, les moules du lot LIN, relarguent environ 32%
contre 50X chez celles du lot LINN. Chez les moules L2N et L2NN,
la décontamination est presque nulle.

Pour la vérification d'une éventuelle interaction entre le
facteur "nourriture” et le facteur "teneurs en 2Zn dans le milieu
de contamination”, nous avons suivi l'évolution du relargage du

Zinc en fonction des trois variables: le facteur '“tempns de
relargage” (X,:0, 6 et 12jowrs), le facteur “teneur en Zinc dans le

miliey de contamination" (X;:0, 1 et 2ppm) et le facteur “nourriture”
(%;: présemte ou absemte). L'équation de régression obtenue est la

suivante:
Y= 797,96 + 582,1 X, - 129,4 X, - 35,5(%;2- 0,7)x;.

Dans cette équation !

#- Le facteur "Temps” (X,), apparait avec un coefficient
négatif et traduit donc 1'évolution du relargage avec une
prolongation du temps de séjour des moules dans le milieu de
décontamination,

#- Le facteur "teneur en Zn dans le milieu de contamination”
(X;), dont le coefficient est positif, signifie que les moules
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Milieu Zn : 0,325 mg/l Zn : 0,325 my/l Zn : 0,325 mg/l

Ph: 0 " Ph:0,5% " Ph:1 "
Temps/ | » s CvV 4 " s v - -] cv i
Jours ng/Ky mg/kg wg/kyg

D 0 1404.0 93.6 23.2 240.0 ©65.9 27.3 271.8 23.
X. 4 ]335.6 3.8 1.1 309.8 66.3 21.4 249.1 q.

8.7

6
8 1.9
8 |s16.8 7.0 2.2 |2741 979 352 235.7 51.5 21.6
12 |348.3 61.7 17.7 |2%6.6 64.1 27.1 274.0 12.3 4.5
Iableaw 42
Milieu Zn ;1 ma/l Zn : 1 mg/l Zn : 1 g/l
Pb:o0" Pb:0,5" Pb:1"
Temps/ s oV % " s W "I oV %
Jours n9/Kg 89/Kg 09/Kg
g 0 541.1 48.7 - 9.0 555.7 71.4 12.8 512.5 34.0 6.6
X. 4 619.2 160 25.9 451.4 136.1 30.2 377.4 68.4 13.1
8 383.3 32.2 8.4 201.7 28.2 9.7 286.5 7.7 2.7
12 404.4 49.6 12.3 396.3 92.7 23.4 369.4 111.1 30.1

Iableju 431

Tableaux 42-43 : Relargage du Ziac chez les moules ayaat été coatamiaées
avec le Ziac et le Ploab.
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contaminées avec la plus faible teneur en Zn et qui en contiennent
le moins dans leurs tissus au début de 1la décontamination,
relarguent plus rapidement.

¥- Le facteur “"Nourriture" (¥3), pris tout seul ralentit le
relargage. Toutefois, il existe une interaction négative et
significative entre ce dernier facteur et le facteur "teneur en Zn
dans le milieu de contamination” (X;). Cette interaction signifie
qu'une augmentation de 1la teneur en 2Zn dans le milieu de
contamination , agit dans le sens d'une augmentation de 1la
décontamination chez les moules nourries, et d'une diminution chez
les non nourries. Cette intéraction explique statistiquement
1l'importance du taux de relargage chez les moules LINN par rapport
a celles du lot LIN, L2NN et L2N. Chez ces deux derniers lots, la
décontamination est nulle.

Vv.1.5, Effet du Plomb

Nous avons suivi la cinétique de relargage chez des moules
qui ont été contaminées pendant 1% jours en présence du 2Zinc
associée ou non a 0,5 ou a lppm de Plomb. Le milieu de
décontamination ne contient pas de métal (ni Zn, ni Pb); il s'agit
I 1 gtudi 1] | l loph d ] . I

] ] ees I ] W 2i I ] ; I
1 . .

Le tableau 42-43 ne présente aucune différence significative
(p= 0,95) quant & l'effet du Ph. Le taux de décontamination ne
dépend que des charges en Zinc dans les tissus; il est de 25 a 28%
chez les moules ayant été contaminées avec lppm de Zinc, par
contre il est nul chez celles ayant été contaminées avec 0,325ppm
de Zinc.

V.1.6. Discussion

La technique de transplantation a permis de mettre en evi-
dence 1'effet de 1'EDTA qui accélére le relargage du Zn accumulé
par les moules préalablement contaminées, ce qui rejoint notre
conclusion concernant la possibilité pour ce complexant organique
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de mobiliser les oligo-éléments (Zn, Fe, Ca,...) de 1l'organisme
(chap. III-1-2).

Le méme effet de 1'EDTA a été démontré chez Mytilus edulis
par GUTIERREZ-GALINDO (1980b) et chez C(rassostrea virginica par
VAN DOLAH et al. (1987) en se qui concerne le cadmium,

La cinétique du relargage est ralentie en présence de nour-
riture. 1l'importance de cet effet dépend considérablement des
charges tissulaires initiales en Zinc, du fait de l'interaction
négative entre la nourriture et la teneur en Zinc avec laquelle
les moules ont été contaminées pendant la phase de contamination.
Cette interaction agit plutdt dans le sens d'une accélération de
la décontamination chez les moules nourries.

Par contre, la température du milieu et les teneurs en Pb
dans les tissus de moules n'ont aucun effet significatif sur la
cinétique de décontamination,

Chez C(rassostrea virginica, VAN DOLAH et al. (1987) ont pu
montrer que le relargage du Cadmium augmente avec la température.

I1 faut noter que lors de la décontamination, nos résultats
analytiques des teneurs en 2Zn dans les moules présentent une
variation standard forte (20< CVX<{ 30), voir trés forte (CV%> 30)
suivant la classification de SCHAFFER et al., (1987). Ceci
s'explique par plusieurs sources de variations:

#- Chez les bivalves il existe une grande variabilité inter-
individuelle de la capacité de rétention métallique & cause de la
existence d'individus les uns dits “hons régulateurs” et les
autres " (LOBEL et WRIGHT, 1982). Leur
influence peut étre diminuée en augmentant l'effectif des échan-
tillons. .

#- L'hétérogéneité du sex-ratio des individus de chaque
échantillon, peut introduire aussi une variation importante
(LOBEL, 1987).

#- Indépendamment des facteurs écologiques, les branchies et
les reins constituent une source majeure de variation des analyses
dans les parties molles totales, variation qui peut atteindre 70%
chez Mytilus edulis (LOBEL, 1987). Ceci montre la nécessité de
faire des suivis sur les organes isolés lorsque cela est possible.

#- Dans ce travail, nous avons déterminé que la diminution du
poids surtout chez les moules non nourries, implique une suresti-
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Tissus PMT Manteau Branchies Byssus Reste

Temps/ T Cont. T Cont. I Comt. | T Comt. | T Cont.
Jours

D 0 |261,5 S41,1}152,8 648,3| 171,3 ©5387,0 {806,3 5577 J61,7 287.4
I
X. 12 [1723,7 337,9}) 93,3 363,9] 124,9 390,4 | nd 76380 |83,4 245.4

Tahleas 44 : Relargage du Ziac par les différeates fractioas de la partie
n.:ll-lg cle; .ges Dreisséaes témoins (T) et contaminées (Coat.)
ppa Zinc .

PNT : partie solle totale.
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mation des charges zinciques dans les tissus. A partir d'un
certain poids critique (50mg), une augmentation supplémentaire de
la dispersion des résultats, d'origine purement analytique, vient
s'y ajouter (chap. III.7.2.1).

#- Pour pouvoir tester l'effet des facteurs externes (hio-
tiques ou abiotiques) sur la cinétique de décontamination, il faut
procéder & la technique de transplantation qui permet de fournir
des lots de moules qui ont vécu dans les mémes conditions de
contamination. Ces lots sont donc homogénes et méthodologiquement
comparables. La prolongation de la période de décontamination et
le choix de conditions trophiques optimales sont aussi nécessaires
pour pouvoir observer les effets qui n'apparaissent qu'a long
terme.

V.1.7. Relargage par les organes (Tableau 44)

Aprés 12 jours de décontamination, les branchies et surtout
le manteau relarguent les plus fortes teneurs en 2Zn, soit respec-
tivement 33,5% et 43,6% de leur teneur métallique initiale.

Chez les invertébrés aquatiques, les branchies et le manteau
possédent deux voies de relargage des métaux lourds; une vers le
milieu externe et l'autre vers l'hémolymphe qui les transporte
vers les organes de stockage et d'excrétion, principalement
1'hépatopancréas et les reins (BROWN, 1978; LOBEL, 1987) mais le
flux vers le milieu externe est beaucoup plus important (WAIWOOD
et al., 1987).

Le taux de relargage du Zn par la partie molle totale est
intermédiaire entre celui des branchies et celui du manteau:
37,6%.

Au niveau de la partie "reste", la décontamination est trop
faible: 14,6%, ce qui peut étre expliqué par la présence d'organes
a4 grand pouvoir de stockage ou de concentration de Zn, 1'hépato-
pancréas et les reins en sont un bhon exemple (BROWN, 1982).

Par contre au niveau du bhyssus, les teneurs en Zn continuent
toujours a augmenter. On pense que ce Zn a pour origine la glande
byssale qui joue ainsi un rdle épurateur, comme c'est le cas du
relargage du Fer chez Mytilus edulis (GEORGE et al., 1976).
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Miliew Témoin Moules contamindes
1ppa Zn Zppm Za
temps/jours| a s cv ] s cv4 [ ] s cv%
0 63,7 4,0 6,2 1395, 20,9 65,9 [263,2 31,5 12,0
12 92,2 6,6 9,3 J211,3 4,4 3,0 §264.8 4.9 1,9
TE % - 40,8 % 04
Iablean 45
Miliew Témoin Moules mtainﬁe{
Zppe Zn
teaps/jours| m s v » s CV
0 24,5 10,5 43,0 [195,1 14,1 7,2
16 21,4 3,0 13,9 ]J156,2 18,7 11,9
TIE / - 19,9 %
Iablean 46

Iableaw 45-46 : Relargage du zinc adsorbé sur les coquilles
de moules 3 20

: Taux d'élimimation (X)
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Pour les organes, nous avons fait nos analyses sur un seul
échantillon a chaque fois, ce qui ne nous permet pas de discuter
le degré de variabilite. La comparaison avec les données des
autres auteurs est par conséquent faite a titre indicatif.

V.2, Relargage du Z2inc par la coquille

V.2.1, Dvynamigue dy relaragage

Aprés une contamination & lppm et & 2ppm de Zn, les moules
sont remises dans l'eau déchlorée non contaminée.

Le taux de relargage du 2n par les coquilles est tres
variable, et se situe entre 0 et 40% de la teneur initiale, aprés
12 jours de décontamination pour un premier essai, et entre 0 et
20% aprés 16 jours de décontamination pour un deuxiéme essai
(tableau 45-46)

V.2.2, Effet de ] 'EDTA:

Des moules qui ont été contaminées a 2ppm de Zn pendant 36
jour, sont partagées en deux lots; l'un qui subit 32 jours de de-
contamination dans l'eau déchlorée et l'autre la méme durée en
présence de 155uM d'EDTA .

La figure 72 montre que les coquilles relarguent 65X% du Zn en
présence de 1'EDTA, contre 45X en 1'ahsence de ce complexant.
Cette cinétique n'est pas constante dans le temps, c'est pendant
les 8 premiers jours que les coquilles libérent la plus grande
quantité de métal.

Chez les témoins, le taux de Zn de la coquille est reste
constant en présence de 1'EDTA: 10 mg/kg méme aprés 68 jours
d'exposition, ce qui prouve bien qu'il s'agit de métal lié struc-
turalement aux valves (chap.lII-2-2),

V.2.3, Effet de la température;

Aprés une contamination par deux 2ppm de Zinc de deux lots de
moule, un a 15°C et l'autre a 20°C, nous avons procédé a une
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Zn (mg-/kg)
g d

8 16 3
Temps ( jours)
Milteu: x Tesoin 1 -In 21 A -Zn Zag/l+ EDTR

Fig, 723 Effet de 1'EDTA sur la cinétique de relargage dv

Zinc adsorhé sur les coquilles chez la Dreisséne
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transplantation des moules de chaque lot dans un milieu non
contaminé a 15 ou a 20°C:

Lot

L15 : Moules contaminées a +15°C

g, e
LT15: " " a +20°¢
LT20: " " a +15°C

gn, arior 3 40
L20 ¢ " " a +20°¢

Le tableau 47 montre qu'aprés l6 jours de décontamination,
les coquilles relarguent environ 20% de leur teneur initiale en Zn

a4 +420°C et 27% & +15°C, Les résultats montrent une grandes

variations.

Contamination 20°C 15°*C

nét'.ontan- 20°C 15°C 15+C 20°C

nation

Teaps/

Jours m+S cv m+s CV me+S oV mss CV

ng/Xg 4 ngy/kg 4 ng/Kg 4 mg/Kg 4

0 170.3 +14.8 8.6 | 170.3 »14.6 8.6|121.6 + 1.6 1.3]121.6 « 1.6 31.4
8 147.1 222.7 15.4 | 104.6 +25.2 24.1]1147.3 » 8.7 5.9]106.9 - -
12 184.1 +25.9 14.1 | 183.5 +46.4 25.3 | 80.8 +29.2 36.1 | 121.6 =38.2 31.4
16 226.4 £99.9 44.1 | 124.6 +43.4 34.8 ] 88.0 +18.5 21.1 |137.4 £57.3 41.7

Iablean 47 :

Effet de la teapérature du miliem sur la ciaétique de
décoatasinatioa des coquilles chez des soules ayaat
été coataminées i 2ppa de Ziac.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Nos résultats peuvent étre regroupés autour de 8 thémes
principaux:

#- Dynamique du Zinc dans le milieu de contamination.

#- Toxicité du Zinc vis-a-vis de la Dreisséne.

#- Méthode analytique du dosage du 2n dans la partie molle.

#- Cinétique d'accumulation métallique .

#- Distribution tissulaire du Zinc.

#- Mise en évidence de protéines de types métalloprotéines
(PTS) dans les tissus de la Dreisséne.

#- Cinétique de relargage métallique.

#- Effets des facteurs externes sur la contamination et la
décontamination.

Ces résultats ont permis d'obtenir les cdhclusinns suivantes.
DYNAMIQUE DU ZINC DANS LE MILIEU:

Le suivi de la cinétique du Zinc dans le milieu de contami-
nation a permis d'évaluer 1'importance des pertes métalliques
dans les premiéres heures qui suivent la contamination. Ces pertes
sont diies au transfert du Zn du compartiment "eau" au compartiment
“surface du dispositif expérimental” par sa précipitation et son
adsorption sur les surfaces. A l'équilibre, seuls 20 a 40 %X res-
tent en solution.

La complexation du Zn par 1'EDTA permet de remettre en
solution la totalité du Zn précipité ou adsorbé, alors qu'une
diminution de la température de +20 & +12°C n'augmente que de tres
peu la fraction métallique soluble: 10% au maximum.

TOXICITE DU ZINC VIS-A-VIS DE LA DREISSENE:

La contamination des moules par le Zn entraine une mortalité

proportionnelle au temps d'exposition et aux teneurs testées, la
CL50,4; est de 10,881 mg/l. Cette toxicité est fortement réduite

par complexation du Zn avec 1'EDTA, la CL50,5; augmente alors a
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17,713 mg/l. Ces valeurs de CL50 sont exprimées en terme de 2Zn
total initialement présent dans le milieu. Or la concentration
chute avec le temps et tout le métal n'est pas réellement toxique
et biodisponible.

METHODE ANALYTIQUE DU ZINC DANS LA PARTIE MOLLE:

Nous avons mis au point la méthode analytique du Zinc dans la
partie molle. Chaque étape de la phase de minéralisation (temps et
volume d'acide; poids sec des échantillons) et de préminéra-
lisation (temps et milieu de stabulation) présente une influence
non négligeable sur les résultats analyti-ques du Zinc. Cette
optimisation du mode opératoire nous a permis d'éliminer la
totalité du Zinc adsorbé sur la partie molle qui est de l'ordre de
250mg/kg, en un minimum de temps de stabulation dans 1'eau
déchlorée (24 heures). Elle nous a aussi permis de reéeduire la
variation inter-échantillon, d'une variation standard trés forte
(CV%> 30%) & une variation standard moyenne (10%< CVX{ 20%) ou
faible ( CVX<{ 10%).

CINETIQUE DE CONTAMINATION DE LA PARTIE MOLLE (Fig. 73):

Au niveau de la partie molle, la contamination se traduit par
une accumulation de quantités proportionnelles au temps et aux
concentrations de contamination. La cinétique de cette accumu-
lation varie au cours des différentes saisons de 1'année. Au
printemps cette cinétique est exponentielle et diphasique, le
transfert du Zn du milieu vers les tissus est donc tres rapide.
Aprés 28 jours d'exposition, le facteur de concentration (FC) est
de 6350 en présence de lppm de Zn dans le milieu, mais baisse &
5210 en présence de 2ppm a cause des pertes métalliques dans le
milieu. Par contre en hiver-automne, ce transfert est beaucoup
plus lent avec une cinétique a tendance asymptotique. En automne
le plateau de saturation est atteint dés le 168 jour d'expo-
sition aprés une accumulation de 1550mg/kg soit un FC de 2950.
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Eig, 73 : variation saisommidre de la cinétique de bioaccumulatior et du
relargage du Zinc chez la Dreissdme.
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DISTRIBUTION TISSULAIRE DU ZINC (Fig. 74):

La distribution du Zn dans la partie molle montre que les
plus fortes teneurs sont détectées dans le byssus, fort
probablement & cause de l'adsorption métallique sur ses filaments.
Les FC ont permis de classer le pouvoir accumulateur des organes
dans l'ordre décroissant suivant ! Byssus > Manteau > Branchies >
Partie molle totale > Reste de la masse viscérale.

L'histochimie a permis de localiser le Zinc dans 1l'épithélium
du manteau, des branchies, des palpes labiaux, de la bosse de
polichinelle et de 1l'intestin, dans les granulocytes circulants,
les épithéliums et les lumiéres des diverticules rénaux distaux et
proximaux, en fin dans la lumiére des tubes de l1'hépatopancréas.

In situ les Dreissénes contaminées montrent plusieurs cas
pathologiques qui différent suivant l'époque de 1'année et suivant
le sexe des individus (LEGLIZE et CROCHARD, 1987). Ces
malformations touchent la lignée germinale en premier lieu.

Une corrélation a pu étre établie entre la contamination et
1'abondance de la sécrétion du mucus au niveau du manteau, des
branchies et des palpes labiaux. Ce mucus fixe une quantité
importante de Zinc par adsorption (Fig. 74) dont une partie est
éliminée pendant la stabulation.

ADSORPTION DU ZINC AU NIVEAU DE LA COQUILLE:

Au niveau de la coquille, la fixation du Zn se fait par sim-
ple adsorption sur les surfaces valvaires. La cinétique de cette
fixation est trés fluctuante avec une saturation qui dépend du
temps d'exposition et des teneurs de contamination. Les valeurs
maximales obtenues sont de l'ordre de 340 * 55 mg/kg aprés 36
jours d'exposition & 2ppm de Zn dans le milieu.

CINETIQUE DE DECONTAMINATION (Fig. 73)!

Pendant la phase de décontamination, la Dreisséne relargue le
Zn accumulé auparavant suivant une cinétique variable selon les
saisons. Au printemps ce relargage métallique est presque nul, il
v a une forte rétention tissulaire du métal. Par contre en hiver
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et en automne, la décontamination est beaucoup plus rapide et non
réguliére dans le temps. La demi-vie biologique est de 29,5 jours
en automne,

Le taux de relargage du Zinc est plus important au niveau des
branchies et surtout au niveau du manteau qui libere 43,6X% de sa
teneur métallique initiale en 12 jours. Cependant ces résultats
sont préliminaires car les analyses n'ont été faites que dans un
seul échantillon & chaque fois.

La coquille libére 20 & 45 % du Zinc adsorbé aprés 21 jours
de décontamination. Ces taux dépendent des charges métalliques
initialement adsorbées sur les valves.

EFFETS DES FACTEURS EXTERNES (Tableau 48):

L'effet des facteurs biotiques et abiotiques sur la contami-
nation et la décontamination de la partie molle, révéle une com-
plexité écotoxicologique extréme, die & la multitude des inter-
actions existant entre ces facteurs. Pour mettre en évidence
l'effet de ces facteurs sur la cinétique de relargage, il a été
retenu de travailler sur des lots d'individus ayant subi stric-
tement les mémes conditions de contamination. Pour cela la
technique de transplantation est un moyen méthodologique
indispensable, ce qui s'est avéré aussi judicieux est pratique
dans les études in situ (LEGLIZE et NOURISSON, 1383).

- L. EDTA :

L'EDTA annule toute accumulation du Zn par la partie molle et
provoque chez les moules témoins une mobilisation des oligoélé-
ments de 50% pour Zn et Ca et de 80% pour Fe, Il v a simultanément
une diminution de 50% du pourcentage du poids sec et une augmenta-
tion de 22% de la mn;talité chez les animaux témoins exposés a 355
uM d'EDTA. Pendant la décontamination 1'EDTA accélére le relar-
gage du Zn. Au 40 jour, les moules libérent la totalité du Zinc
qu'elles ont accumulées pendant la phase de contamination !
1560mg/kg.

Au niveau de la coquille, 1'EDTA empéche 1'adsorption du Zn
pendant la contamination, et permet la remise en solution de la
totalité du Zn adsorbé sur les coquilles contaminées auparavant.
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Effets des facteurs externes chez 1a Dreisséne
N““xﬂ_hfacteurs " EOTA Temperature | Nourriture Flornb
Prosessus %""‘mﬂ_

ddsorption  du 2n - ; nd nd
Atzorption  du 2n - t - -
Relrgage duln|  ++ Do | Hildna 0

Tableau 48:

Effets des facteurs du milieu sur la cinétique de fixation et de
reelargage du Zinc chez la Dreisséne.
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Aprés 36 jours d'exposition a 355uM d'EDTA, ce complexant n'en-
traine aucune décalcification des coquilles et leur teneur en Ca
et en Zn demeure constante . 240g/kg et 10mg/kg respectivement.

- La température

Ce facteur exerce é&galement une toxicité que nous avons
évaluée par la TL50, dont la valeur est de +32,076°C,

Une augmentation de la température en passant de +12 a +15°C
amplifie la bioaccumulation du Z2n par la partie molle. A +20°C
1'accumulation du métal commence trés lentement, puis évolue expo-
nentiellement avec le temps et plus rapidement qu'a faible tempé-
rature.

Au niveau de la coquille, une élévation de la température de
+15 & +20°C pendant la phase de contamination augmente de 100
mg/kg la quantité de Zinc adsorbée. Par contre pendant la décon-
tamination, l'effet est beaucoup moins important.

- Le Elomb !

Pendant la phase de contamination, nous avons mis en évidence
une interaction intermétallique 2Zn/Pb. En présence de Pb, on
observe un ralentissement de l'accumulation du 2n par les parties
molles. Le test de Snedecor a permis de montrer que l'effet de ce
facteur chimique est intimement lié au temps d'exposition et aux
teneurs de contamination par le Zinc.

Cette contamination simultanée avec Zn et Pb n'entraine aucun
effet appréciable sur la cinétique de relargage du Zn.

- La nourriture :

Chez les moules témoins non nourries, les pertes en poids (%
PS/PF) sont de l'ordre de 2% et de 1% chez les nourries. Par con-
tre chez les moules contaminées la nourriture ne réduit pas ces
pertes en poids. ,

L'effet de la nourriture sur la cinétique de contamination et
de décontamination métallique est intimement lié au temps d'expo-
sition et aux teneurs métalliques dans le milieu de contamination.
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PROTEINES DE TYPES METALLOTHIONEINES CHEZ LA DREISSENE:

Dans le but de chercher les moyens de défense métabolique
chez la Dreisséne, nous avons suivi l°'évolution des teneurs en
protéines de type métallothionéines dites PTS (protéines thermoreé-
sistantes soufrées), chez des individus témoins et contaminés par
le Zinc. Ce suivi a permis de montrer que dans les conditions
expérimentales ! contamination & moyen terme (21 jours) avec 2 ppm
de Zinc par voie directe (via l'eau), ce métal n'entraine aucune
modification de la composition tissulaire en PTS.

Indépendamment de toute contamination, on détecte toujours plus
de protéines dans les branchies (Br) que dans la partie molle to-
tale (PMT) ou dans la partie "Reste" (PMT-Br). Généralement on en
détecte davantage dans les branchies des moules non nourries (280
mg/kg) que dans celles des moules nourries (180 a 240 mg/kg).

PERSPECTIVES ET REFLEXIONS GENERALES:

Dans cette étude, nous avons évoqué le probléme de la méthode
analytique du Zinc car les différentes étapes du mode opératoire
influent énormément sur les résultats. Il est donc nécessaire de
standardiser la technique de minéralisation et de préminérali-
sation dans le cas du dosage des métaux lourds chez les mollusques
en général. ‘

Nous avons contribué 3 la compréhension de la dynamique de
contamination de la Dreisséne par le Zinc par voie directe (via
l'eau). Face & cette agression chimique (contamination métalli-
que), la moule se défend par une sécrétion de mucus limitant
1'accumulation et par excrétion du métal accumulé.

Le choix de la Dreisséne comme espéce indicatrice de pollution
métallique nécessite la prise en considération de la variation
saisonniére de la cinétique d'accumulation et du relargage des
métaux lourds. Ces deux phénoménes biologiques sont intimement
liés aux variations saisonniéres du métabolisme général de la
Dreisséne et a son cycle biologique (Tableau 49 ).

Les propriétés physico-chimiques du milieu (Température, pH,
production primaire, présence ou non de complexants organiques
ou/et de plusieurs métaux lourds a la fois) doivent étre pris en
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Tableau 49:
validité de l'utilisation de la Dreissene comme bioindicateur

dans le cas d'une pollution aquatique par le Zinc
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considération dans toute étude écotoxicologique ou d'impact qui
utilise la Dreisséne comme espéce sentinelle. SECCHI (1984) abou-
tit & la méme conclusion en ce qui conserne la dynamique de conta-
mination de Dreisséna par la forme soluble ou insoluble de 1'ura-
nium,

Les études de contamination métallique entreprises sur Dreis-
séna montrent l'importance de la prise en considération aussi du
facteur biométrique (LEGLIZE et CROCHARD, 1987). Les individus de
la classe de taille 20 mm (CL3) accumulent des quantités métal-
liques plus importantes que les individus de petite taille(<20 mm)

Nos résultats montrent qu'il n'est pas possible d'estimer le
degré de pollution en 2Zinc dans le milieu aquatique & partir des
seules charges tissulaires en ce métal;, il faut prendre en consi-
dération les paramétres physico-chimiques du milieu, et le facteur
“saison” influants sur le cycle biologique de l'espéce et ses
capacités a4 bioaccumuler.

Chez les bivalves, en général, il est possible d'obtenir une
corrélation meilleure entre la contamination métallique des tissus
et la concentration dans le milieu, si on procéde aux analyses par
organe. Dans ce cas, il faut chercher 1l'organe qui donne une meil-
leure indication sur le niveau de contamination que celle fournie
par l'organisme entier. En ce qui concerne la Dreisséne, la taille
de l'animal rend difficile la dissection et 1'analyse dans
certains organes comme le complexe digestif qui joue un rdle
important dans la bioaccumulation métallique (SECCHI, 1984). En
tout état de cause, il est cependant possible d'envisager 1'étab-
lissement d'une grille correspondante aux principaux nivaux de
contamination aquatique : Absence, niveau faible, moyen, élevé et
trés élevé,

Les pertes en poids constituent une source majeur de variation
des résultats analytiques inter-échantillons surtout pendant la
décontamination, et une surestimation des quantités de métal dans
les tissus. Nous pensons que dans le cas du dosage du Zinc dans la
partie molle, lorsque le poids sec des échantillons atteint 50 mg
et que la variation standard devient trés forte (CVX> 30 X), les
résultats analytiques perdent toute significativité.

Suite & nos résultats sur les PTS, il est nécessaire d'isoler
ce type de protéines pour déterminer leurs propriétés physiques et
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biochimiques (poids moléculaire, structure primaire, absorption en
ultraviolet,...) pour vérifier s'il s'agit ou non de métallo-
thionéines. Par la suite, il faudra vérifier leur capacité a fixer
le Zinc accumulé et si cette capacité et/ou la synthése métabo-
lique de ces protéines suivent une variation saisonniére.

Il est également indispensable d'approfondir la partie histo-
chimique, pour identifier les formes et les organes de stockage du
Zinc chez la Dreisséne en y associant les techniques micro-
analytiques.
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Tableau 1:
ABSORPTION ATOMIQUE SPECIFIQUE DE Mg, Ca, Cu, Zn et Fe.
Elément Longueur Nature de Intenaité Flamme Air/Acétyline Flamme Air/Butane
; ] \ . . -
d'onde la cathode d'excication Absorption Absorption Absorption Absorption
(nm) mA atomique atomique atomique: atomique
gpécifique epécifique spécifique spécifique
relative relative
2 z'.
Magnésium 285,2 Magnésium 6 55.10° 1,00 52.10° 1,00
. . . -2 -2
Calcium 422,17 Calcium 10 9.10 0,16 1.10 0,02
. -2 2.
Cuivre 324,7 Cuivre 8 7.10 0,13 13.10 ‘ 0,25
.2 ca2!
Laiton 4 8,10 0,14 15,10 z: 0,29
327,4 Cuivre 8 3.5.10'z 8,06 7.10'2': 0,13
.2 -
Laiton 4 4.10 0,07 8.10 2 0,15
Zinc 213, 8 Zinc 8 21,1072 0,38 36,1072 0,69
Laiton 4 24.107% 0,44 38,1072 0,75
-2 -2
Fer 248,2 Fer 12 5,10 0,09 4,10 . 0,08
-2 X
371,9 Fer 12 5,10 0,09 !
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Technijues bistichimiques de détéction du Zinc

I. — PROCEDES A LA DITHIZONE (DIPHENYLTHIOCARBAZONE)

A. Principe.

Formation de complexes colorés entre la dithizone et diff@rents me‘_taux. Ce_rtames
variantes techniques mettent en évidence ces différents métaux (voir page suivante), d'autres

sont specifiques du zinc.

FORMULATRE

dans :
Eau distillée

Ajuster le pH a 55 par addition d'acide acétique glacial. Compléter
distillée jusqu’a 2.000 mi.

Bien mélanger dans une ampoule A décantation avec plusieurs adjonctions d’une
solution de dithizone dans le chloroforme, jusqu'a ce que Ja couche de chloroforme
reste vert clair, afin d'éliminer toute trace de zinc.

8 Solution de dithizone.
Préparer extemporanément :

Solution a 0.1 % de dithizone dans I'acétone
“Eau distillée . :

¥ Solution tamponnée.

Au moment de I'emploi meélan
aMPON (@) oo 58 ml
Solution A 20 % de tartrate de sodium et potassium

ger a cette solution, en agitant doucement :

II. — METHODE D'ARVY AU REACTIF DE RUSH ET YOE (1959)
A. Principe.

Le réactif de Rusu et Yoz : acide o.(g-(hydroxy-2 sulfophény
zinobenzoique (= zincon) doane avec le zinc un composé don
au mauve, sur frottis, et apparait bley foncé sur coupes.

lazo-S)-benzylidéne]-Z hydra-
t la couleur varie dy rouge

B. Procédé opératoire,

Il est applicable i des piéces fixées A I'éthanol oy au formol neutre a 10 %, coupédes a
congélation ou aprés inclusion 2 1a paraffine, ou 2 des frottis ou appositions séchés a l'air.
1. Recouvrir le frottis ou plonger la coupe (déparaffinée et amenée i [‘'eau distillée)
dans la solution tamponnée du réactif de Rusy et YoE*. La réaction est immeédiate.
Elle peut étre prolongée sans inconvénient, en récipient clos.
2. Les frottis sont simplement égoutés ou lavés a I'eau courante et séchés.
3. Les coupes sont lavees et montées au glycérogel.

C. Résultats,

Le zinc apparait en rouge ou mauve, dans les

granulations leucocytaires des frottis,
en bleu foncé sur les coupes.

D. Préparation du réactif.

* Réactif de Rusu et Yo,
- Solution mere

Dissoudre :

Acide 0.[a-(hydroxy-2 sulfophe’nylazo—S)-benzyIidéne]—Z hydra-
zinobenzoique (= zincon) ... DT 0.050u05g
dans :
Soude N ... 2 ml
- Au moment de l'emnioj :
diluer 1a solution au 1/4 ou au 1/5 dans u

1 tampon SORENSEN supérieur i pH 8, ou
dans un tampon CLARK et Luss de pH 8 a 9,
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VARIANTE DE Mc Nary (1960).

. _La méthode est applicable A des piéces
incluses et coupées a la paraffine, ou a des frottis séchés 3 I"air,
Les f:oupes. déparaffinées, sont amenées a l'eau et laissées sécher a l'air.
.1'. Tx_'axter ‘la coupe ou le frottis dans la solution tamponnée :
2. Rincer a l'eau distillée.
3. Monter au sirop de Karo.

fixées a 1'éthanol ou au formol. 10 % newutre

de zincon * pendant 3 minutes.

HISTOCHIMIE NORMALE ET PATHOLOGIQUE

B. Procédés opératoires et résultats.

La réaction a la dithizone peut étre effectuée:

- sur piéces fixées a l'éthanol ou au formol neutre a 10 %, coupées a congélation oy
aprés inclusion a la paraffine. Dans les deux cas les coupes, recueillies ou amences
dans l'eau distillée, sont laissées a sécher a l'air.

- sur frottis ou appositions, également séchés a l'air. )

En pathologie expérimentale le réactif peut étre utilisé en colorant vital. '

Trois techniques sont proposées, utilisant :

- La dithizone en milieu acétonique : elle colore de nonbreux métaux.

- La dithizone en solution tamponnée : elle ne caractérise que le zinc.

- La dithizone en injection, pour la caractérisation du zinc en pathologie expérimentale.

o TECHNIQUE DE MAGER ET COLL. A LA DITHIZONE EN MILIEU ACETONIQUE.

1. Placer sur la coupe une solution acétonique de dithizone *, et laisser agir pendant
5 a4 10 minutes, jusqu’a ce que la coloration vire au jaune clair.

2. Eliminer l'excés du colorant et passer dans le chloroforme.

3. Eliminer le chloroforme et rincer rapidement dans l'eau distillée.

4. Monter dans le sirop de KARO ou de fructose.

Résultats.
Formation de dithizonates métalliques colorés avec, en particulier :

le Zinc = coloration rouge

le Cuivre = coloration rouge brun
le Cobalt = coloration violette

le Manganese = coloration violet brun
le Mercure = coloration bleu-pourpre.

8 TECHNIQUE DE MAGER ET COLL. A LA DITHIZONE EN SOLUTION TAMPONNEE.

Le procédé technique est identique, mais la solution acétonique est remplacée par
une solution tamponnée de dithizone **.

Résultats.

Le zinc seul forme avec le réactif un complexe, coloré en rouge.

v TECHNIQUE DE LOGOTHETOPOULOS PAR INJECTION DE DITHIZONE.

1. Injecter par voie intraveineuse, chez l'animal, une solution de dithizone ***
Pour le rat adulte, pesant 300 4 400 g, la technique est la suivante : sous anesthésie,
un fin cathéter est introduit dans la veine jugulaire et 100 2 200 mg/kg de dithizone
sont injectés au moyen d'une pompe a perfusion en 40 a 50 minutes.

. Dés la fin de la perfusion l'animal est sacrifié et les organes préleves.

. Couper i congélation les tissus non fixés.

. Monter les coupes a la paraffine. (on peut, au préalable, faire une coloration de
fond au moyen d’une solution aqueuse a 1 % de vert de méthyle).

. Examiner sur fond noir et en lumiére transmise.

Résultats.

Les précipités de dithizonate de zinc apparaissent sous forme de fins granulés oranges
fortement réfringents en fond noir, rouges ou violets en lumiere transmise.
C. Préparation des produits.
* Dithizone en milieu acétonique.
Solution mere.

Solution de dithizone 4 0,01 % dans l'acétone absolue.
Conserver au réfrigérateur en flacon brun.
Au moment de 'emploi, diluer 15 ml de la solution meére avec 10 ml d’eau distillée.

** Dithizone en solution tamponnée.
o Tampon,

w PN )

Dissoudrex
Hyposulfite de sodium (5 H,0) g
Acétate de sodium (3 HyO) ...t iieeeeaaes "9 g
Cyanure de pOtasSilM .........cocieiieeronnrncreneacacaaiacsancnanas 10g
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Variante applicable & des frottis.

Placer sur le frottis non fixé, séché A l'air, une goutte de la solution sodique de zincon *
recouvrir par une lamelle et luter.

C. Résuitats,
Zinc coloré en bleu.

D. Préparation du réactif.
o Solution tamponnée.

Ajouter:

Solution 4 0,15% de zincon dans la soude 0,1 N ...................... 2 ml
dans:

Tampon borax-acide borique pH 8,8 ..........cccoiviiiiiiiiiernnnnns, 8 ml

B Solution sodique pour frottis.
Solution a 0,15% de zincon dans la soude 0,1 N.

III. — METHODE AU RESORCINOL-AMMONIUM

A. Principe.

En présence d’'ions ammonium, le zinc donne avec le résorcinol un composé de colo-
ration bleue.
B. Procédé opératoire.

Procédé décrit pour frottis non fixés, séchés a 'air.

1. Placer sur le frottis une goutte d'une solution a 5% de résorcinol dans l'éthanol

absolu.
2. Ajouter une goutte d’ammoniaque 3 28 %.
3. Recouvrir d’une lamelle et luter.

C. Résultats.
Zinc coloré en bleu.

Techniques histichimiques de détéction des sécrétion de mucy

POLYSACCHARIDES AZOTES

Les polysaccharides azotés sont définis par la présence, dans leur molécule,
d’une hexosamine. Il en existe 3 groupes :

Mucopolysaccharides acides

neutres.
Mucoprotéines.
Glycoprotéines.

Les mucopolysaccharides sont, soit libres, soit associés 2 des protéines par
des liaisons faibles. Lorsqu’ils comportent des groupements « acidiques », ils
sont dits acides et, dans le cas contraire, ils sont dits neutres. Les mucoprotéines
et les glycoprotides different entre eux par leur teneur en hexosamine, qui est
supérieure A 4 % pour les premidres et inférieure 2 4 % pour les secondes; ils
sont liés aux protéines par des liaisons fortes.

La quantité de protéines combinées étant indéctlable histochimiquement,
il est impossible de distinguer les mucoprotéines et les glycoprotéines. En fait,
seuls les mucopolysaccharides acides sont faciles 2 mtaictétisct pat les méthodes

MarTOjaA. 12
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histochimigues. Les mucopolysaccharides neutres, les mucoprotéines et les
glycoprotéines constityent, du point de vue de leur mise en évidence, un groupe
homogene. Ils sont squvent désignés sous le nom de « composés mucoides »,

Fixation et insolubilisation

La plupart des fixateurs usuels conviennent, mais dans les cas d
: _ y e poly-
sacc!nn‘des tté.s l.uydro olubles, il y a lieu d’utiliser des modes de ﬁxationP:l:s
patticuliers. Ainsi, pour les mucopolysacchatides hydrosolubles du syndrome
de Hurley, Wolfe (1964) recommande la technique suivante :

- fixet pat le |dioxanc en milieu alcoolique ,pendant 24 4 48 heures;

~ inclure 4 1a|celloidine-paraffine;

— étaler les coupes sur lames albuminées (P- 47), en utilisant I'alcool
3 80° comme liquide d’étalement;

— dés éralement, immerger dans I'alcool absolu, égoutter et laisser
-sécher. :

Ce traite?nent est suffisant si les coupes sont colorées ea milieu alcoolique
(!)leu de tol.uldine 2 1 % dans alcool éthylique & jo-80%) et déshydratées par
Iacétone. Si les coupes|sont colorées en milieu aqueux (bleu alcian), les muco-
polysaccharides scront au préalable précipitées de la fagon suivante :

H -_ dé;')amfﬁner, passer 3 Palcool absolu;
— traiter pendant 30 4 9o minutes par le mélange :

— bromure de cétyl-triméthylammonium . . . . 10 g
— solution aqueuse de formol & 109, . . . . . 100 ml

Réaction préliminaire : acétylation réversible

La réaction 3 PAPS permet de détecter certains polysaccharides azotés.
Son caractére positif ou négatif, sur des structures identifices par d’autres méthodes
comme éuant des glucides, doit étre pris en considération et est significatif.

1 est toutefois indispensable-de vérifier que le caractére APS-positif d'une
structure est bien dit 4 des glucides, par le test 2 Facérylation réversible (p. 159).

Mise en évidence des mucopolysaccharides acides

La méthode au muticarmin de Mayer na plus guére actucllement qu’un

in(étt‘:t hi:ﬂoriquc. Elle a [été supplantée par des méthodes plus sensibles, et dont
le mécanisme est mieux|connu.

LRV 8

POLYSACCHARIDES AZOTES 111';,?

; Mésthode 3 I'hydrate de fer (Hale). — REACTIFS :
¢ — hydrate de fer acétique :
¢ — solution colloidale d’hydrate de fer (*) . . . . 1.vol

-~ solution aquecuse d'acide acétique 4 12 % (2N) . 1 vol,
(2 préparer extemporanément)

— ferrocyanure chlorhydrique :

— solution aqueuse a2 2 9%, de ferrocyanure de potassium . 1 vol.
— acide chlorhydrique 4 2%. . . . . ... ... ... 1 vol.

(2 préparer extemporanément)

MODE OPERATOIRE :

1° Déparaffiner, ne pas collodionner, hydrater.

20 Traiter par la solution d’hydrate de fer, pendant 1o minutes.
3% Laver avec soin A I'eau distillée, plusicurs fois renouvelée.
4° Traiter par la solution de ferrocyanure, pendant 1o minutes.
5o Laver 3 I'cau courante. '

60 Colorer le fond.

7° Déshydrater.

8° Monter dans une résine neutre.

RésuLtats. — Les mucopolysaccharides acides sont colorés en blew.

COLORATIONS DE FOND. — Sont 2 éviter : les laques qui se fixent sur cer-
taines mucines, telles ’hémalun ou le carmin aluné, ainsi que certains colorants
bleus tels le bleu d’aniline. Le plus simple consiste & colorer les noyaux par le
rouge nucléaire solide, celui-ci pouvant étre suivi ou non de picro-indigocarmin
(. 72)- llh est également possible de faire un trichrome en un temps (p. 81).

VARIANTE. — Dans la variante de Ritter et Oleson, la méthode de Hale est
combinde i 'APS. 1l suffit de pratiquer la réaction de Hale (temps 1 4 5), et de
la faire suivre de celle 4 PAPS; il est préférable d’éviter toute coloration de fond,
sauf, 2 la rigueur, une coloration nucléaire par I’hématoxyline de Groat (p. 72).

Cette méthode permet de détecter simultanément les divers mucopoly-
saccharides acides, APS-positifs ou non, et les autres composés APS-positifs.
Selon leur degré de saturation par des radicaux anioniques, les mucopolysaccha-
rides sont colorés en blew, rouge ou viok?. '

CRITIQUE DE LA METHODE DE HALE. — Les images sont nettes et précises.
Malheuréusement, les résultats dépendent, pour une large part, du lavage qui
suit le traitement 4 I'hydrate de fer et des images faussement positives peuvent

apparaitre.

(™ Solution commerciale.
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des moules (Y mg/kg) en fonction
mg), du volume d'acide nitrique

Mo X1X2X3 v n ' n

Yacyen Tableau 2:
A —————— —— - .
1 -1t 2908 “ﬂ m‘ Egﬁua Plan expérimental 38 3 variables:
20T e s ma owe X,: poids sec des échantillons(mg),
o111 W me 3E 2l A itég: -
§ -l 148 1644 165 166.366447 & 2 modalités: 50(-1) et 200(1)
¢ 11 1My 157 Me2 153.206867 . , Vo s ..
7 11 14 18 149 1571 X,: Volume d.aslde nitrique (ml)
g8 111 1539 1672 179.4 1849 3 2modalités: 2(~-1) et 8(1).
X3: Temps de minéralisation’(heures)

VARIANCE INTRA-GROUPE DES ESSAIS : 1323.04248

VARIABLE 1
COSFFICIENT = 203,1873
CONTRIBUTION = 330281.282

RESIOUELLE DU MODELE A CE STADE = 3648.24497
TEST DE t CARRE :

tcarre = 108.435418

F de Fischer (1,2,950) = 35,59
DEUX1EME TEST :

Analyse de variance ¢ F = §50.546751

VARIABLE X1
COEFFICIENT = -42.2291447
CONTRIBUTION = 14246.4202

RESIDUELLE DU MOCELE A CE STACE = 1149.24144

TEST DE t CARRE :

tcarre 3 12.201322

F de Fischer (1,6,95) = 3.99
DEUNIEME TEST :

Analyse de variance : F = 28.18114

VARIABLE X3
COEFFICIENT = -19.2791467
CONTRIBUTION =  2973.49014

RESIDUELLE DU NCDELE A CE STALE = 908.391495
TEST DE t CARRE :

t carre 3 3,47827893

F de Fischer (1,3,930) = 4,41
DEUXIEME TEST :

Analyse de variance : F = 5.83780497

VARIABLE X1X3
COEFFICINT = 18.4841447

3 2 modalités: 16(-1) et 48(1).

Teneurs en Zinc dans les:maoules

(mg/kg)en fonction des trois
variables.
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CONTRIBUTICN =  2789.70481
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 333.842717
TEST DE t CARRE :
t carre 3 8.135720%1
F de Fischer (1,4,980 = 2,71
DEUXIEME TEST :
Analyse d2 variance : F = 5,33742199

VARTABLE X2
COEFFICIENT = 8.91250091
CONTRIBUTION = 433.441251
RESISUELLE DU MCOELE A CE STADE = 232.243473
TEST OE t CARRE :
tcarre = 2.73593082.
F de Fischer (1,3,950) = 18.13
DEUXIBME TEST :
Analyse de variance : F = 1,25149441

VARIABLE Xix2
COEFFICIENT = -2,87383333
CONTRIBUTION =  493.40014
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 109.595139
TEST O t CARRE :
tcarre = 4,92448081
F de Fischer (1,2,950) = 18.51
DELXIEME TEST :
Analyse de variance ; F = 92423417

VARIABLE XIX2X3
COEFFICIENT = 4,94583333
COMTRIBUTION = 195.47813%
RESICUELLE CU NCOELE A CE STAOE = 5.58813878
TEST OE t CARRE
tearre = 35,579127%
F de Fischer ¢1,1,930) = 1414
DEUXIEME TEST
Analyse de variance : F = ,33545899

VARIABLE X2X2
COEFFICIENT = 0.829144458
CONTRIBUTION = 5.52013972
RESISUELLE DU MODELE A CE STADE = ¢
TEST DE t CARRE :

0 degres de liberte, test non faisable
DEUXIENE TEST :

Analyse de variance : F = ,9188333517



ann own 27 "

No Yaoyen
1 -1-- 41.8 K K] N4 u.2
2 -1-11 72.2 8.6 48.4 484
3 -1 1 26,6 é0.8 9.4 45.6
4 -1 11 38 3 45.4 48,5333323
S 1= 2.8 23.8 2.8 23.4686867
] 1-t 1 2.5 29.5 29.3 29.1644887
7 111 %7 28.4 U7 25.222233
8 111 23.8 2.4 25.7 25.3884867

VARIANCE INTRA-GROUPE DES ESSAIS : 48.8208328

VARIABLE 1
COSFFICIENT = 34.3893334
CONTRIBUTION = 18462.8672
RESIDUSLLE CU MODELE A CE STADE = 227.732419
TEST OF t CARRE :
tearre = 44.8177%9
F de Fischer (1,7,950 = 5.59
DEUXIEME TEST : .
Analyse de variance : F = §46.140887

VARIABLE X1
COEFFICINT = -19.475
CITRIBUTION = 911,445302
2ESIDUELLE U MODELE A CE STADE = 113.770536
TEST DE ¢ CARRE
tcarre = 8,91381253
F de Fischer (1,4,9%0) = 5.9
DEUXIEME TEST ¢
Analyse de variance : F 3 54,9330

VARIABLE X2X3
COSFFICIENT = -5.41444447
CONTRIBUTION = 252.3753538
RESIOVELLE DU MODELE A CE STADE 3 94.8493334
TEST DE ¢ CARRE :
tcarre 3 2,73298944
£ de Fischer (1,3,9%0) = 4.41
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 15.7446293

VARIABLE X3
COEFFICIRNT = 4,33333333

=22

Tab

2-

leau 3:

Plan experimental 3 3variables:

Xl:

XZ:

Poids des échantions (mg)l-ar2'meda-
lités: 50(=1) et 200(1)

Volume d*acide nitrique (ml) & 2
modalités: 2(=-1) et 8(1)

Temps de minéralisation (heures)i
2 modalités: 16(-1) et 48(1).

Teneurs en cuivre dans les moules en
fonction des trois watihbies.
Y en mg/tg.




CONTRIBUTION = 151.968%S!
RESIOUELLE DU MODELE A CE STALE = 69.5718357
TEST OE t CARRE :
tcarre = 2.18422613
F de Fischer (1,4,980) = 72.71
DEUXIBME TEST :
Analyse de variance : F = 9,49341443

VARIASLE XIX2X3
COEFFICIENT = 4.20308001
CONTRIBUTION = 141.32
RESIDUELLE DU MOCELE A CE STADE = 43,7224073
TEST CE t CARRE :
t carre = 3.88845146
F de Fischer (1,3,9%0) = 10.13
DEUXIEME TEST : )
Analyse de variance : F 2 8,81417348

VARIAELE XIX3
COEFFICIENT = -2.925
CRTRISUTION =  §8.443
RESISUELLE DU MODELE A CE STACE = 34.3411112
TEST 0 t CARRE :
t carre = 1.99193209
F do Fischer (1,2,950) = (8.5l
DELX1EE TEST :
Analyse de variance : F = 4,27593467

WABLE X2
COEFFICIENT = -2.3
COVRIBUTION = 42.3200081
RES:CUSLLE DU MODELE A CE STADE = 24.4822222
TEST DE t CARRE ¢
tcarre = 1.68289537
£ de Fischer (1,i,950) = 161.4
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 2,44383253

VARIABLE X1X2

CEFFICIENT = 1.81484447
CINTRIBUTION =  25.4822223
RESIDUELLE DU MODELE A CE STAOE = 0
TEST DE t CARRE ¢

8 degres de Piberte, test non faisable
DEXIENE TEST &

Analyse Ce variance : F 3 1.44942302
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No X! X2X3 Y1 Y2 - Y3 Ynoyen

1 =11 S320 2234 1434 3027.33313
2 -1-1 4328 2394 1338 2384

3 -1 1 7. I 159 2993

§ -1 11 2755 4493 1182 2838

3 11 198,72 1528 1394 1435.58467
) 1-11 1165.3 1444 1449.3  13%9.53333
? 11 988 1453 973.5  1871.3

8 P il 1092.5  1%29.5 29365 1719.8

VARIANCE INTRA-6ROUPE DES ESSAIS : 1839223.79

VGRIABLE !
CCEFFICIENT = 2228.80417
CNTRIRUTION = 397495441
RESIDUELLE U MCDELE A CE STADZ = 498431.544
TEST DE t CARRE :
t carre = 79.4991448
F de Fischer (1,7,9%0) = §5.59
DELXIEME TEST @
Analyse de variance : F = 43,1404459

VARJABLE X:
COSFRICIENT = -432,279147
COTRIBUTION = 3198213.548
RESISUELLE 2U MODELE A CE STASE = 4879..2377
TEST JE t CARRE :
t carre = 63.478073
F de Fischer (1,6,950 = 5.9
OEUXIEME TEST :
Analyse de variance @ F = §,24233524

VARIABLE X2
CCEFFICINT = 127.193832
CRORIBUTION = 129438.24
RESIDUELLE U MGOELE A CE STADE = 32555.4493
TEST O t CARRE :
t carre = ,97348388
F de Fischer (1,5,550) = 4.4
OEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F 2 212154777

UARTABLE X3
CCEFRIOIBNT = -130,543333
COTRIETIN = 90373.7:48
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Tableau 4:
Plan expérimental 3 3 variables:

X.: Poids sec des &chantillons (mg)
& modalités: 50(-1) et 200(1)mg

X.: Volume d'acide nitrique (ml) i 2
modalités: 2(-1) et 8(1) ml.

for

X.: Temps de minéralisation (heures)
3. 2 modalité: 16(-1) et §8(1)h.

Y: Téneurs en fer dans les moules ér
(mg/KGY en fonctions des 3 variable
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r T LA LI N . 1
| 1 S00 ug/1 it 1000 ug/l [ 1
{ I TOTAL i DISSOUFS il TOTAL | DIs3sSgU's |
F 4 + = : = + 4 ¢ i
| TEMPS/ | MO YENNE | s | IMOYENMNE { 5 { IMOYENNE | = | IMOYENNE | s i
|heures| ug/1l lug/1l |1 ug/s1 fug/i |1 ug/l fug/71l |1l ug/l lugsl |
% + 5 ++ t ++ + -+ t i
i (o} | 40| 401 | S00{ 401 | 10301 401 i 1000 301
| 3t 4401 301t 42G | 201 | 8230| 801 | 7201 &0 |
} &l 4130| 2011 <00 | 201 i &40 | &01| | 5701 60|
| kA 3CGC | 3Cii 3801 1641 5301 7011 130 801
{ 131 2301 40| i 3301 3C1L 4701 S01 | 3211 60 |
] 24 3860| 3011 SZ201 2014 1} 3501 S01 1 2790/ 60|
{ 301 =4G | 3Gt 3001 3C1 | 300 &t 2371 60|
1 4z Z22C 304 | 2001 4G 1 i 2601 3011 2201 40|
L L L L.L A Sl Ll e ]
Tableau 5:
= 2006 ug/1 i 4000 ug/1 1
! i TOTAL DISS0US TGTAL DI33CUsS i
L 1 11 . . « 3 N
[ 3 1 L) BB 1
| TEMFS/ |MOYBNME] s | (MOVEHNEl s |{MOVERNNE] s |IMOVENNE] s |
lheuras! ug/ fug/i i ugsi  jug/l Ll uwg/l  Jugsl 11 ugsl  fug/l |
I . [ « ] [ ] [N 3 ] .
| oT™"TZ33c: 40|l i7o00i  4o0i1i 5791 30il 37901  S0i
H Si 183G |1 1300, &0ii 33501 7010 1 3440 | 301
| &\l 12501 &0 1370 aGl i 23701 401 i =370 0|
H 21 142C) 2001 1340, 761 | 2270} 20| | 22401 40|
t 12 11081} 4Gt 10201 Sot 121901 &01 i 11201 &G |
| 241 ?OCH 3Gii 3301 6Gii 1100, 201 | 10201 40 |
{ 20 3201 3011 790| 8C1l | 2501} 4010 i 00| Sui
| 13 33CH 2011 4350 { 4011 8201 3G1 | 830 | <G i
[ i L | -~ L.L ) L L H
Tableau 6:
Tableau 5-6: Teneurs emn Zinc dans le milieu expérimental (ug/l).
e T ——— .-_" T~ Tt T ] nl
!* Enl iTem:;n 1000 ug/l 2000 ug/l 4000 ug/1 {
b - F+ ++ !
| TEMPS/ | MOYENME | 3 | iMICYENNE | s | |MOYENNE | s I | MO CEMHNE | S i
!heuresl tg/1 jug/l 1} wgri tugs 1 i wg/i lugil i1 wg/l fugs iy |
t + T T t + r+ T i
i 21 fCi lCii 730} 30 17?O| 40,4 | 31501 100
i 43§ 3G 1G4 =491 301 i &30| iv i 33301 1301
| c’ i 201 HAVI 73381 i1Ci i 13301 SO i 41701 2091
H 3371 Sol il =00 3401 i &6=0 1| 40, | 7701 3G i
\ ot =0 20l 1060 400 1| 21350} 30t 1 3223 701
; 48“! ZC! 1211 S0, lO!i 4301 401& 733 | S0 |
b \ ] H !

Tableau 7: Variation cyclique des

teneurs en Zinc dans le milieu

expérimental avec les changements du milieu.
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P | - Meulez + Moules (300) i
[2n ppbl 1000 26355 15Go 2005 i
————e +4 -+ 4 i
i TEMPS/IMOYENNE] s | INOVENNZ |- 18- ||MOYENNE| s |[MOYENNE| = |
!ho;res: =g/ 1 ! 371 ii ug/i Eug/l !E ug/ 1 jug/l il ug/lt iug/1 |
T e 1] 1 3 ; T T8 L] ; 1 Jf 4
; Sl 10SC|{ 40}| 20320 40ii 1070 $0l| ZzZozol  4oi
| 3 240| &ol! :8501 SGij| 386G &Gii isr91 zol
‘ 5 839 &Oil 15301  &0i| 330i Soil 1509 5G|
| 9 £30i 7SIl 1325i 401 5707  &oli 1230 &4l
| 134 4701  3Gli  1iGo;  4Gii 230| 5011 160201 eui
! z4 | TS0 SGii goul 504l Zioi  &oil 3007 a0l
! 33, 322i  6G; | 82G6] 501 1701 401 71Gi 301
; as| Za0i 300 53Gi  ZGili 1601 90§ 335) &l
Tap183u "8 L '

Teneurs en Zinc dans le milieu expérimental en fonction de la présence
ou non des moules.

[ T T T “TT )
'1Zn ¢ | Temcin Temaoin 20CC uvg Zn/l 2000 ug Zn/1 |
{EDTA: | - +3iuil €DTA - +71uM EDTA i
Vo = +4 & T+ {
| TEMPZ ) IMOYEMNE ) P IMCYENNE | s i IMCYENNEI s | IMOYENNE | s |
theures] uy/l fug,/ 1 | w371 jugs/1l | ug/l fug/1l || ugri ilugrsi |
! " } +4 i ++ + ++ -+ 4
. Q! 3301 3G 301 201 | 2030 201 2070 1001
: 2 S0 1011 ete )| 104 13501 SO 2060 | 200
| &i 30| 20i i 501 FAVEN 135G | &aGi | 20431 206G |
| cd! {vy| S0 -YvE] 3011 1420} 401 | 2020/ 2001{
i ial| 20 101 SGH zGil 1100} G| | 2C6=20| 100
\ 24| SO| i0j} Q| 204 i ¥00| SO1 1 2020 3001
i 204 4G potel I 70i 2011 8201 SOl 20201 2090/
| S e 2310 iGi i 701 201 i S301 2011 2020 S0i|
1 2 L ) b Ll A 1L - N
Tableau 9:

l
| e T Ty T 1 T T
1Zn : | Temain Temain 4000 ug Zn/1 4000 ug Zn/l |
{EDTAD | - +7iuM ELTA - +7iuM ETTA i
— t ++ ++ + 4
| TEMFS/ M0V ENMNE | = i 1IGYENNE § s i | MOYVEINNE § s { i MOYENNE | s |
iheures; ug/i jag/l i w3/l lug,s i i ug/l lug/1 i ug/i lug/i |
[N M b L] L J (] = L d
H ! 301 301 201 3041 <7301 401 | 4050 | 100}
. =i SC | i0ii G 201 | 35501 7011 4070 | 40 {
! 51 501 2211 SO| 2011 29701 401 | 4090 301
! 21 S0 301} 1 &0 | 3011 2270} 701 | 4100} SO|
i igs| 201 iGi i 701 2G| | 12101 60| i 4080 | 49 |
{ 241 333 10| &G | Z011 1100} 2011 409G | o
i S0 490 { 2CH 1 SC1| iG1l 1| FS50 | S0 | 40730} S0
| 48| 204 104 ?Gi 2014 731 SOl i 3130| 4G |
1 : 3 | B - = i [} . 1 J :
Tableau 10:= |

Tableau 9-10: Effet de la présence de 1'EDTA dans le milieu expéri=-
mental sur la solubilité& du Zinme.
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L L L] Ll Ls Ly L A
lZn:mg/l: Temoin } G.25 = 0.5C 1
i i
iTemps/ji m {mg) s I m s | m -1 i
I T+ T T { + } |
! Ol 106.71 24.41 i i i i
i 1] 1CZ2.81 26.4| 4.71 36.Z21 1il1.1} 11.0}
| 2] 115.Ci 14.31 110.2} .51 5.8 40.31
| 3 FE.31 22.2}% F1.71 41.0} 2.8 11.9}
{ &1 74.49( iz2.21 438.381 Lli.4i &7.81 11.351
| 8ij 79.11 i7.61 2.2 S1.8}| 63.6| Z2&8.8|
| 1G | 8z.5l 1&.2] 73.11 33.81 SGZ2.21 Z26.3}
i 121 72.41 14.7| &Z.ii 16.51 al.i} S.71
i i4i 88.%i 20.7| 89.71 Feal| 73.11 1.1
I ioi S8.7i i1%.4] 37.31 4.7 3.3 24.2|
i i1 J7.31 25.61 SZ.Z2i JIZ.21% 67.31 30.14
i VR 75.41 S.ai 4%.81 13.5} 68.01 is.38i
i £Z2 i G0.3{ Z29.4| &4.01 iZ2.1i &3.51 11.7]
i 24 104.8! 26.01% &7.81 23.481 33.71 Z.51
i 254 &7 .4 23.5) SZ.o8| Z24.31% 68.11 22.2i
i =23 7321 Z29.-i &d3.2§i i7.21 eZ2.21 15.8]|
L M ] M N 1 i l
Tableau 12:

¥ T L] L) L) L3 Ly k]
1 Taims/ g 1.GC3 { 1.3 { 2.00 i
! i i i i
| Tempgsiid m {.ag; i m s i (0] =) i
h ; : h . . . h
: ol | i I | | |
i ii 12C.0i S56.Z21 107.01 S1.1) 125.11 13.51
{ Zi T3.31 13.3} Si.71 Z.31 87.5| 35.51
i +i ST.=wi 1Z2.71 3l.2] 483.21 114.0| S5.0]
i oi 7691 S« &67.9| 20.31 ?35.0j 25.21
i 3i 3.7l Z7.7F 109.21 135.61 82.351 i6.SZ|
i 91 BB 71 Z2.F 738.6( 10.1 78.91 18.3i
| 124 ST.01| G0 8G.7| 18.7i S4.21 Z29.9i
i i 85.5 1&6.3 S3.i1 Z3.31% 33.71 Z27.41
| 18 3.6l Z5.24 F7e0i Z0.vui F0.8] z4.71
H igi 0.3 13.3 si.a9y 23.21 84.i1 31.41
i Zv i SHeoy i7. 7 a3.2i 17.5i 46.81 1i.21
i 22 Z9.0; 20.3} Sv.ol 1lé.1i1 &l.3i i6.6;
i =z 9S5.31 11.71 J36.01 4.11 S8.F | 9.7
i £9 SU.31 Z5.0i eo.o| 11.21 60.31 16.74
l =381 GZ.70 Ze7i 35.31 G.71 76.61 12.2:
H - ! 2 L ' i
Tableau 13:

Tableau 12-13: Poids. sec des échantillons Qe moules
téemoins et contamihées aveécrle Zinc: Expérience du 05/86
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m i i ar les Dreissénes
i inéti d'accumulation du Zinc p
aison de la cinétique : ® Drelsseé
anE:;inées avec 2ppm de Zinc en automne et au printemps
c ) :
Plan factoriel 3 3variables:

X.: la saison avec 2 modalités;

- 24(3).
Xl' le temps d'exposition avec 4 modalltes, 0(-3), 8(-1), 16(1) et (

Temps par jours. o ) .
Teneurs en Zinc dans le milieu avec 2 modalités; Oppm(-1) et 2ppm(
en

l'automne (=1) et le priniemps (1).

Xy
No X1 X2X3 Y1 Y2 Y3 14 Yaoyen
PR 122 39, i66.4 1511 144,725
b4 L e iad (35,7 163. gvs
Poaad B ML i % i
g 1] -% 2731? 145.4 EP T L
SO N R A (LK 7P It TR o
7ooH sy 232 289 1482 a7
§ L3l 2494 28343 1332.8  1575.8  {£es §75
REEE N N
R gl 188 2561 g8y Hads
2 1-1 1 7803 wrig gy ] £58.95
LIt A 2383 2404 a9 328,25
Mort ot see g5y om0 e 1298175
DDAt M5 M2 w2 143 e
WooU 3 mer oy 8.2 2 oypsam

VARIANCE INTRA-GRCUPE DES ESSAIS : 28858,3021
VARIABLE ¢

cn==ri:.ggv, D g
ﬁbpﬁﬂﬁxuammm-4mwﬂ

tcarre = 4, 8146745

F de Fischer (1,15,950) = 4.54
DEUXIEME TEST .

Analyse de variance ¢ F = 931.984874

VARIABLE X3
COEFFICIENT = 457495313
CONTRIBUTION = 335175999

RESIDUELLE DY MODELE & CE STADE = 285643.133
TEu; DE ¢ CARRE :

t carr g = ” .”3‘7686

F de Fischer (1,14,95%) = 4.4
DEUXIEME TEST

Analyse de variance : F = 444,581732

VARIABLE %2
COEFFICIENT = 140.323438
CONTRIBUTION = 2854288,37
RESIDUELLE DU MODELE A (£ STADE = 149441.192
TEST DE ¢ ..RRE
t carre = . 7558387
F de Fischep (1 ]3 9T = 4,47
DEWXIEME TEST

Analyse de variance : F = 205.818422




VARTABLE X2X2
TOEFEICIENT = 149.212813
CONTRIBUTION = 1781157,08

RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 13484.5348
TEST DE t CARRE :

Porarre = 132,049

F ge Fischer {1,12,9T0) = 4.7
DELMIEME TEST ¢

Aralyse de variance : F = 244.883142

UARTABLE X1¢X2E2-3)X3

COEFFICIENT = 14.8628986

CONTRIBUTION = 72793.4128

RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 8094.818438

TEST DE ¢ CASRE @
tooarre = 0.99224842
7 de Fischer £,11,990

DEUMIEME TEST
&nalyse de variance : F = 18.090847

VARTABLE, X1{¥2E2-5) ,,
COEFFICIENT = 18.4741719
CONTRIBUTION = 29179.0434
5EZIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 5984.39461
TEST DE t CARRE ¢ y
t carre = 4,874223
F de Fischer (1,168,950 = 4.96
DEUXTEME TEST : |
Analyse de variance : F = 4.84443748

VARIABLE XIX2¢3
COEFFICIENT 14.8483125
CONTRIBUTION = 13B815.391
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 4894,2234¢
TEST DE ¢ CARRE @ _
Yearre = 3,22139938
F de Fischer {1,9,950 = 5.12-
CEUATEME TEST
Analyse de variance : F = 2.19214435

CUARIABLE XIX3
COEFFICIENT = -30.31718%¢
CONTRIBUTION = 14784.1898
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE.= 3467.80741
TEST DE ¢ CARRE :
L carre = 4,38950982
F de Fischer {1,8,95/) = 5,32
DEUXIEME TEST ¢ ,
Analyse de variance : F = 2,03838579
VARIABLE X1x2

COEFFICIENT = 12,8884375
SCNTRIBUTION =  13288,9457

~233~-

RESIDUELLE DY MODELE A () =
TEST OE t CARRE : E STADE = 2293.35989

ﬁgﬂgg - 5.79453332
-G8 rig ! - &
DEOIBE Test ¢ 1 Y

Analyse di variance : F-='f,941988p9
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>

5.85839845
11753.3782

wArn_a ALY
{42C3-8, 24202

716.494574

]
=
€3
3
]
12
5]
X>
fr )
™
>
=
m
[1]

-4 2 £ D %

F de Fischer (1,6,9945 = 5.99
DEUXIEME TEST :
Ana'vee de variance : F = 1.42911438

UARTABLE ¥{{¥2E2-3.242)

POTITICIENT = -2.471222%4

TONTRIBUTICH = 2814,88157 7

RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 297.212378

TEST DE t CARRE ¢
t carre = 9.4
F de Fischer 41,5

NEUXIEME TEST ¢
Analvse de variance : F = ,373855044

482514
9% = 4,681

e,
y 7

VARIABLE (¥282-9)X3
MOESTICIENT = 1,78839044
CONTRIBUTION = 748,18803
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 186.47846
TEST DE t CARRE :

t carre = 3,94942254

F de Fischer {{,4,950) = 7.71
DEUXIEME TEZT :

Analyse de variance : F = ,182375893

VARIABLE (X2E2-D)
COCZFFICIENT = -1,19370312
CONTRIBUTION = 344.884723
RESIGUELLE DY MODELE A CE STADE = 124.423785
TEST DE ¢ CARRE :
tcarre = 2.89844549
F de Fischer (1,3,950) = 18.13
DEUXIEME TEST
Analyse de variance : F = 03073129

UARIABLE X1

COZFFICIENT = 4.17948744
CONTRIBUTION = 279.5145%4

RECIDUELLE DU MODSLE A CE STADE = 50.1882468
TEST DE ¢ CARRE :

t carre = 3,970249%2

F de Fischer {1,2,920 = 18,51
DEID{IEME TEST

Analyse de variance @ F = 033743318

VARIABLE (X2E3-8,242)
COSFFICIENT = 8.448547722
CONTRIBUTION = 92.7189511
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 7.44157035
TEST DE t CARRE :
Poarre = 12,1334944



F de Fischer (1,1,920) = 1414
DEUXIEME TEST
Analyse de variance : F = .B128314154

VARTABLE ¥1{¥2E3-8.2(2)X3
COEFFICIENT = -9.128774042
CONTRIBLTION = 7.44157839

AEATAIIZI IS R LUARSIE A AL ATARE o
sasivieoual wu ORIl B Wb JIHL'E = 8

TEST OE ¢ CARRE :

3 degres de Tiberte, test non faisable
NCINY]1EME TEST
DELXIZME TEST ¢

Analysze de variance 1 F = 1.B59183822-23
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Tabieau-29

Tableau 28
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Moules:témoins Contaminées: 2ppm‘ Contaminées: 4ppm Zn
ITEMPS/|MOYEMNE] s | CV |[IMOYENNEI s | CV |IMOYENNE| s | CV |
1jcurs ! w3/ kg !mg/kg! %1! mg/kg lmg/kg! %!! mg/kg lmg/xg, %5
i Cc | 144.7] 18.7112.?1] 163.71 46.712€.5i1 143.0f 37.0{25.5]
U ST 23.5113.21| 547.01236.5]43.1 | 599.7{211.c;35.3=
s 1 iz1.3 24.1{19.7%{ 1022.5265.6 126,41 | 1334.914495.5.23. 5|
b o1s ; 178.4) z2.5116.0) | 1471.40324.4122. 1] | 311.11322.2124. 6|
V20 1 isa.3l 79.8la3.3]) 1so2. ?%233.0}15.8}} $94.61551.5(55. 5|
; 24 | 267.0 35.3117.6| | 1698.1!251.6!13.3}% 1454.51177.4 12, 2|
L 28 | 355.50146.5141.21 ) 1567.41226.5]14.5)| 2866.3]624.5 21.5|
b oS 1 1ez.al 7z.4144. 611 1555.31425.0127.5| ) 2098.51717.0134.2
L L A ] 44 L A 1.1 . 1 )

Tableau 31: Teneurs en Zinc dans les moules (partie molle) témoins et
contaminées avec 2 ou 4ppm de Zinc. 12/1986

rrerea bRk 400t g -TrhaREL et IR Concapiofen Ly § DA
!:nurs ! m3/ kg img/ kgl %i{l m9/kg img/kai %!! mg/kg Img/kgi %l
t : + i ++ T + = } - 4
1 C i 1:7.6! iz.z2j S.;ii 1id.49] 25.4i17.81 1 124.21 11.61 ?.351
g 3 i ET.Si 11.&5 9.lii. 4i 75.4%9 .OE; 184.9£ EZ.EEZS.Zi
1 3 | 1Z27.38 3L.21Z25.111 198.71 34.611i7.41 1| 173.41 21.3112.31
i 16 i 91.1; 14.3%15.7i§ 944.q£ 89.1;2 .9ii §_979§ 39.3&19.3;
{ 20 { 104.6% l5.0=14.3=% 405.4= 81.4}20.1== 240.91 43.8{20.4%
1 24 ! 101.5) i3.7113.511| Z296.6] 95.0132.01 | 410.35| 94.7123.11
{ 23 ; 78.8: 12.5}15.9:: 3zZ4. O} 38.5!27 1{{ 637.3{224.8:35.3{
i 36 i 112.6: 19.5;17.3:; 4135. /I149 7:05.1;} 278. ZI 68.4{24.6;
Tableau 32:Effet de la présence de 1 EDTA en concentratlon molaire

égale 3 celle du Zinc, sur l*accumulatlon du Zinc chez 1la
Dreisséne.

65.6] 16.211
|
36 2396.3|307.4 84.1] .31 2337.7|305.61

33.21 7.3i
-t

?Milieui ’ Zn:EEgIZ i ii - Zn:&ﬁg 1 i i
l { -E0TA i1 + 1SSul i1 -ELTA ] + 335uMm l
| { | i i I | i | |
| TEMPS/ | | 11 | i i il | i
{joures | m i s 11 m I s 1t m I s Il m I s |
| + + -+ t +r + ++ + {
{ c | { 01 | I { il | |
| { | i { i | 11 I |
} 49 ,} 1033.9{446.2{} 62.5{ 20.7== 673.8{237.8[[ 3.5 3.3}|
i | |
=, 8 ; 1930L0=508.7}{ 75.3{ 13.5;: 2174.1{505.4II SU.3i 7edl
i1 i i
{ 1s { 2776.2[612.1:[ 76.02 17.4:{ 1473.21562.01 | 25.21 6.31
H { | 1 i i
{ 2C { 283:.3:439.6:: S51.54 12.0:! 1117,5}61?.7![ 25.6( 4.5
i i i i
l 28 | 3331.3}474.7[! 60.0 .a}i 1634.3!199 Sll 26.61 3.21
v ! M ! 4 i | ""L'" e I
| 28 | ZF¥57.4148Z7.34% |1 3220. eerl AN 34.71 10.3i
l | { il il i1 |
{ | i1 |l I
| B H .
T

ableau 33: Effet de la présence de 1'EDTA en concentration molaire
cing fois supérieure 3 celle dd Zinc sur l'accumulation
du Zinc chez la Dreisséne.
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Tableau 35

1'accumutation

ées avec 2ppm de Zinc.

Effet de la température du milieu sur
du Zinc chez les moules contamin
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Comparaison de la cinétique d'accumulation du Zinc chez les moules conta=~:
minées avec 2ppm de Zinc 3 20 et 15°C.

Plan expérimental & 3 variables:
Temps d'exposition par jours avec 5 modalitées; 0(-2), 8(-1),

P 24(1) et 32(2).
Teneurs en Zinc dans le milieu en-ppm avec 2modalitées; 0(¥1) et 2(1).

X 16(0),

X,:
2
Xy: Tepmérature du milieu avec 2 modalitées; 20(-1) et 15°C(1).
No-n-X3 2XD. IR N LR 7 YW
ro-2-1 2319 142.1 134.4 148.2 173.9
2 -2-1 214.8 i71.4 189.7 133.7 1924
3 214 23:.9 149.1 154.4 148.2 $73.9
§ -2 1 214.8 178.4 189.7 133.7 182.4
3 -1-1- 218.9 191.3 233.3 422.2 264,575
§ -1-1 1 198.2 159.7 168,35 $158.8 149.3
7 -1 - 1477.8  1218.4 15471 B44.2 1274.875
S I 881.8 485 §11.4 508.9 £34.775
? - -1 229 272.8 Jge.3 429.4 3e7.875
18 -1 204.2 284.2 323.3 142.2 223.475
11 i-i 182:.9  1326.7 1788.2  {7(5.8  1443.1
12 1 448.,3 983.9 484 811.7 744,975
i3 =i~ 322.3 328.4 261.7 426.2 357.43
14 -1 1 7.1 289.2 29 473.7 317.79
‘5 -1 83,2 17823 2358.2  2848.2  2827.97%

%19.6 27229 M8 24718 2421.775
1 381.4 381.3 268.3 443.2 353.4
! 483.9 448.2 448.2 5251 432,33
1
1

—

]
i bt ek a e b .
]

25967 2484,1 20444 23708 230F
29425  2995.9  2764.1  2468.3 27817
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Y - e
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1ATRY AL IAE YL Anp n PERA Q44 a0
VARIANCT INTRA-GRCUPE oS3 ESERIC & 28144,7%3%3

§3317s
RESIOUELLE DU MIDELE A CF STADE = 774553.868

t carpe = 15.4379543

F ce Fischer 11,12,930 = 4,33
JEUXIEME TEST

Analyze de variance = 2029.52773

IIAR
ok F’“'ENT = 344,722
CONTRIBUTION = 63"3455.?4
REZIOUZLLE DU MODELE A £ STADE = 443225.131
TEQI u: L L:HRRE H
t carre = [3.7594473
F de Fischer {1,18,550) = 4.41

AFtnstegE TeAT
YLUAGTNS TR3E

Analyse de variance : F = 984.435773

VARIABLE X1

COEFFICIENT = 331,2431Z3

CONTRIZUTION = 4338232.2:

ReEiDuBLis OU MODELE 4 {f 37ADE = 222384.238
TEST COE t CARRE :

t carre = 18.392812!
F de Fischer (1,17,930) = 4.4
DEUXIEME TEST ¢

lemm £ Eal e X Ra1
Aralyee Ze variance @ T o= £22,712002

VARIABLE XiX

COEFFICIENT = 274.2318375

CONTRIBUTION = 3087464.7

RESIDUELLE DU MOCELE A CE STADE = 38834.38%4
TEST 5E t CARRE :

Yrarre = 31,3982223

F de Fischer ,16 9 = 4,49
DELIEME TEST ¢

Analyse de variance : F = 427,397414

VARIABLE (S/12)#(7X1E4-]
coTFrICIDl = Ln.184

CONTRIBUTION = 4733 4
RECIDUELLE DU MODELE A CE 3TADE = 315%8.3344

+ CARRE
= 3,25342339
¢ Ficcher 1,135,774 = .34
TEET 4
de wariance 1 T = I2.8581%13

VARIABLE (S/12)#{TAIES-3IXIE2+14. 4002
COEFFICIENT = -23.84844429
CONTRIBUTION = 139445.%73!

FESIDUELLE DU MODELE A LE STADE = 43884.437
TEST OE t CARRE :
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F de Fischer {1,14,730 = 4.8

pEsEsLIEyE c- 2

....".AJN" ierood
RECIDUILLE DU MOBELE A ¢
TEST DE t CARRE :

l’l! LI
:.u
I)
o]
m
n
[ %]
on
[-—~J
L=
[~
[2%)
L
(5]
—

VARIABLE X1X3

COEFFICIENT = 52.554373
CONTRIBUTION = 118473.493
RESIDUELLE DU MGDELE A CE STADE = 23713.4973
TEET UE t CARRE
toarre = 2.3483174d
Fode Fischer (1,12,550 = 4,78
DEUXIEME TEST ¢
Anaiyse de variance : F = 15.7383388

VARIASLE (XIEZ-2)X243

COEF=ICIENT = 34,8314%49
CONTR IBU"ICN = 47941.5343
RESIDUELLE DU MODELE & CF STADE = Z25144.3119
TEST OE ¢ CARRE
tocarre = 2,782i0882
Foce Fischer 11,411,520 = 4,34
DEUXIEME TEST :
Ahaire2 de variance ¢ 5 = 7,4352571

VARIABLE {IXZ43
CUEFFICIENT = 40.760623
CENTRIEUTION = 44437.142

::..-L....... JU MODELE A Cf STADE = 2i812.3987
7257 ZE ¢ CARRE :

tlarre = 3,14271529

£ da Fischer {1,18,5T0) = 4.%4

RensTELE wEae
T
valALting Qe

Analyse de variance : F = 9.44434439
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147

28 613'.3:’3
RESI:L’:LLZ "J MODELE & 72 STADE = 15993.4831
Te3T DE b CARRE

toarre = 4,033355TF

Fode Sischer (1,2,705 = il
DELCGEME 7257

Anairse de variance : F = 7.49588274

VARIABLE (X1E3-3.4X11X2¢
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COEFFICIENT = -23.p437

c
CONTRIBUTIGN = 62892.83835

RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 191399747
TEST DE t CARRE :

Yozarre = 4,28797428
F. da 'ISCH"I‘ (A,Q| = 5.32

¢ F=3,93782223

VARIABLE (5/12)#({7X1E4-3iXIE2+14, 0243
COESFICIENT = -10,1971429
CONTRIBUTION = 29114.8824
REIIDUELLE DY MODELE & CE STADE = 74183.98792
TEST DE t CARRE :

tcarre = 3.92437383

£ s Fischer 11,7,950 = 3.0
DELMIIME TEET

Analvse e variance ¢ F = 4,1373771

VARTABLE f5/123*\’¥‘E4 S3NIE2+14,40X3

"°r=’°'=ﬂT = -9,13407443
COTRIUTION = °°527.4943
2ECIUCILE DU MODELE A CE STADE = 4717.57818

TE"’ 0E + CARRE :
socarpe = 5.08 88483346

AT

uar.ance . F = 3,35779287

'ARTABLE X3
‘”:::'"'D{T = -78,230380!
COMTRIBUTION = 14623,
RECIDUELLE OV MOCELE & £F STAOE = 2234,4884

Rowa

TEST OE © CARRE

s ocarre S 7.11492762
e do Fischer {1,5,950) = .41

DEUXIEME TEST ¢
Analvee de varianmce ¢ = = 72,2423821%

UZITABLE X203

z ooz 4193.44318
E;wu:LLZ U MODELT A4 F STADE = 1372,:5871
3 1

4,51247338

F de Fischer 14,3,7%4) = 7.7

1n{1eMe TEET

Analyse Je variance @ T = 283142793

n
v

m

VARIABLE {X1E2-2}
CQEFFIC‘ENT = 5,42276783

s TRIGUTION = 243621 19
RESIQUELLE DY MODELE A oE STADE = 1918,77462

TesT SE Y CARRE ¢
{ carre = 2,32998321




s EX3
Do B il
-4 FTY

T = 43708934

IBUTION 1875.34%03

UEL'E oU MODELE A& CE STADE = 77.373749%%
T DE t CARRE
1afre = 13.3983785

%H’;: “igaglend = 11

Tre 132822953

VARIABLE (X1E2-2%2
COEFFICIENT = 1475*%34

?ESIDUELL_ i “ﬁnELE A 5 STRDE = 3
TEST DE ¢ MRRE

¥ degres de likerte, tesi non faisable
SEUXIEME TE :

Ariatyse de =

rlance  F o= 3189957448

~244~
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Comparaison de l'accumulation du Zinccthez les moules contaminées avec
2ppm de Zinc 3 20 et 12°C.

Plan expérimental 3 3variables: le temps/] (X]), le Zine du dilieu (XZ)
et le température du milieu &13).

‘No X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3 Y4 Ymoyen

I -=2-1- 2626 232.6 162.3 166.2 203,975
2 -Z2-1 1 214.8 171.4 189.7 133.7 182.4

3 -2 1+ 262.6 232,46 162.5 146.2 283,975
§ 211 214.8 171.4 189.7 133.7 182.4

v -1-1- 200 313.6 289 293.3 253.975
& -1-1 1 189.2 159.7 168.3 158.8 167.83

7 -1 1-l 1814.9  966.6 1048.8  737.¢6 941.975
8 -111 g81.8 685 é11.4 688.9 854,775
9 . 8-1-1 323.4 320.9 381 194 385.323
9 8- 1 284.2 284.2 323.3 162.2 223.475
It 814 1142 1985.3  1232.1  1185.9  1366.325
12 811 468.3 983.9 4.1 8117 765

13 1-1+ 369.1 385.3 249.4 285.9 267.425
4 1-11 217.1 289.2 r4))| 473.7 3N2.75
15 114 2718.6  941.6 1774.8  984.4 1582.85
16 111 819,86 2723, 2471.8 2471.8  2421.775
17 21 - 382.35 282.4 169.8 284.2 259.725
18 2-11 483.9 448.2 448.2 923.1 432.35
19 2 1- 1240.5  2392.2  2616.8 1957.4  2851.725
28 211 2942.5  2995.9 27641 2468.3  2792.7

VARIANCE INTRA-GROUPE DES ESSAIS : 75744.8161

VARIABLE |
COEFFICIENT = 780.8475
CONTRIBUTION = 12149482
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 474174.44
TEST DE t CARRE :
t carre = 18.8509395
F de Fischer (1,19,9%) = 4.38
DEUXIEME TEST
Analyse de variance : F = 442,4583481

VARIABLE X2
COEFFICIENT = 514.5825
CONTRIBUTION = 5333496.43
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 415212.893
TEST DE t CARRE :
Y carre = 12,8500512
F de Fischer (1,18,930) = 4.41
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 281.744656

VARIABLE X1
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COEFFICIENT = 383.288123
CONTRIBUTION = 3479347.47
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 223284.131
TEST DE t CARRE :

t carre = 14.4842246

F de Fischer (1,17,954) = 4.43
DEUXIEME TEST :

Analyse de variance : F = 194.384324

VARIABLE X1X2
COEFFICIENT = 242.718425
CONTRIBUTION = 2748474.9
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 44412.208
TEST DE t CARRE :
t carre = 42.7248311
F de Fischer (1,164,954 = 4.49
DEUXIEME TEST :
Analyse. de variance : F = 143,789729

VARIABLE X1X3
.COEFFICIENT = 80.421873
CONTRIBUTION =  259995.449
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 51586.4573
TEST DE t CARRE :
t carre = 35.83997512
F de Fischer (1,15,934) = 4.34
DEUXTEME TEST :
Analyse de variance : F = 13,7382183

VARIABLE (X1E2-2)X3
COEFFICIENT = 44.839375
CONTRIBUTION = 122944.857
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 44488.2144
TEST DE t CARRE :
t carre = 2,44587594
F de Fischer (1,14,9%) = 4.4
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 4.49378476

VARIABLE X1XZ(3
COEFFICIENT = $52.139375
CONTRIBUTION = 188740.577
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 41499.5712
TEST DE t CARRE : ‘
t carre = 2,88771451
F de Fischer (1,13,950) = 4.47
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 5,7425303

VARIABLE (3/12)%(7X1E4-31X1E2+14.9)X3
COEFFICIENT = -18.8323%
CONTRIBUTION = 99385.4539
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 34899.8441
TEST DE t CARRE :

t carre = 2,69127843

F de Fischer (1,12,950) = 4.75
DEUXIEME TEST :



=247~
Analyse de variance : F = 5,24427729

VARIABLE (5/12)#(7X1E4-31X1E2+14.4)X2X3
COEFFICIENT = -17.5778571
CONTRIBUTION = B84314.4974
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 32388.352
TEST DE t CARRE :

t carre = 2,47113852

F de Fischer (1,11,994) = 4.84
DEUXIEME TEST :

Analyse de variance : F = 4,58879378

VARIABLE (5/12)%(7X1E4-31X1E2+14.4)X2
COEFFICIENT = -14.5471429
CONTRIBUTION = 744464,2227
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 27948.784%
TEST DE t CARRE :

t carre = 2.74191955

F de Fischer (1,18,954) = 4,%
DEUXIEME TEST :

Analyse de variance : F = 4,84870122

VARTABLE (3/12)%(7X1E4-31X1E2+14.4)
COEFFICIENT = -14,7725881
CONTRIBUTION = 41103.4%24
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 24278.241%9
TEST DE t CARRE :

t carre = 2.51479847

F de Fischer (1,%,934) = 35.12
DEUXIEME TEST :

Analyse de variance : F = 3,224841%94

VARIABLE (X1E3-3.4X1)X3
COEFFICIENT = -32.2083334
CONTRIBUTION = 59752,9862
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 17843.9321
TEST DE t CARRE :
t carre = 3.81114214
F de Fischer (1,8,9%0) = 95.32
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 3,13351793

VARIABLE (X1E3-3.4X1MX2(3
COEFFICIENT = -29.7791447
CONTRIBUTION = 519879.4091
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 13381.4923
TEST DE t CARRE :
t carre = 3.32888551
F de Fischer (1,7,954) = 5.59
DEUXIEME TEST :
_ Analyse de variance : F = 2,69748418

VARIABLE (X1E2-2)X23
COEFFICIENT = 27.4308834
CONTRIBUTION = 42753.8331
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 18819.46%1
TEST DE t CARRE :
t carre = 3.9514917%
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F de Fischer (1,4,90) = 5.99
DEUXIEME TEST
Analyse de variance : F = 2,257808451

VARIABLE X3
COEFFICIENT = 35.92
CONTRIBUTION = 258084.928
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 7822.41728
TEST DE t CARRE :
t carre = 3.29875885
F de Fischer (1,3,95) = 4.41
DEUXIEME TEST
Analyse de variance : F = 1,34274411

UARIABLE X2X3

COEFFICIENT = 30.86

CONTRIBUTION = 19844.792

RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 5816.5734
TEST DE t CARRE :

t carre = 3.79477313

F de Fischer ¢1,4,994) = 7.7
DEUXIEME TEST

Analyse de variance : F = 1.88585043

VARIABLE (X1E2-2)
COEFFICIENT = 13.190425
CONTRIBUTION = 9743,358494
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 3448.98315
TEST DE t CARRE :
t carre = 2,83149484
F de Fischer {1,3,954) = 10,13
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = ,514553384

VARIABLE (X1E2-2)X2
COEFFICIENT = 8.29419437
CONTRIBUTION = 3832.44483
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 3235.13131
TEST DE t CARRE :
t carre = 1,19081422
F de Fischer (1,2,950) = 18,51
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = ,283445487

VARIABLE (X1E3-3.4X1)
COEFFICIENT = -7,58938341
CONTRIBUTION = 3317.86232
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 3152.4083
TEST DE t CARRE :
t carre = 1.83248743
F de Fischer (1,1,95) = 161.4
DEUXIEME TEST :
finalyse de variance : F = ,1732144%2

VARIABLE (X1E3-3.4X1)X2
COEFFICIENT = -7,39791473
CONTRIBUTION = 3152.4883
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RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 8
TEST DE t CARRE :
8 degres de liberte, test non faisable

DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 166474533
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Evolution du pourcentage du poids sec (Z PS/PF)des écha?tillons
de moules en fonction du temps/§ (X,), des teneurs en Zinc dans
le milieu (XZ) et de la présence 6éu'non de la nourriture (X3).

N 23 Y1 Y2 imoyen
1 -3-1 -4 3 7.8 7.9
2 -2-1 1 3 7.2 7.9
2 -39 2 7.8 7.2
4 -3 8! 3 7.8 7.9
S - 1+ 8 7.3 7.9
4 -3 011 8 7.8 7.9
PR 9.7 13,3 i8,!
g -ttt 4.5 8.7 3,75
I é é.! 4,835
I SO I 4.3 7.3 3.85
R 2.2 5.4 7.4
2 -t 1t 4.4 S.3 3.7
S B IS 2.2 e 4,75
- 5.3 7.4 8,28
1S IR ? §.1 4,52
i gt 5.2 8.4 &.4
i7 11 -t 4,2 5.7 b

S S 4.4 S 4.9
7 2-1- 7 4.4 5.2
2 2 §.2 8.4 4.3
2 3 8- 7.4 4.7 5.7
I B B .2 5.9 4.!
e B Y S 3.4 5.3
249 1! 3.3 7.3 §.35

VARTANCE INTRA-GROUPE DES ESSAIS5 : !.14414645

AR AR =
ERRTLIN, P2V

pacozvacser o s
L2 TUS MR R e ) - v

SONTRIZUTIN = 5841.24
RESITUZLLE QU MODELE A [E STADE = {.372:77Mm2
*E"” JE 4 CARRE
atre = 475.877934
Se Fligher 11,23,9%0 = 4,23
DELXISIE TEST
Analyse de variance : 7 = (322,472

SV e
ll

UARIABLE 11

""'E'ET"‘"'"H’ = -n “‘EPD‘."‘”‘Qq
wwlai i 4wt - IV Y YWY
APIPAY I Ay I amamamy

whRH IS iwt = Jo, . Tq0a0
REAYRIP
RESICUELLE DU MODELE A F STADE = 9,652004214

TERT AT 4 Aan
[ NF

tolarre

CEWXI EHE M3
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Analvze de variance : F = 26,18292%4

s

5 K

l'_‘

TR N A o

-

Nl |a.l|..'\l)

NECEILT -0,3572915447

qmn 9
|!lé TAQID WY 1cs- e ey
SN HEE Girarlo

= 2,24875

™
DU MODELE A CE STADE = 9.712770314
A

'll
"-':EAU

CC TRISUT
L
t

TEST DE RRE

t carre = 3,18320273

£ de Fischer £1,22,750 = 4,35
DESISME TERT

Analyse de variance : F = 3,39733795
VARIAZLE (MIEZ-D)
UOEF’-'mEm = §,0739582334

CGNTRIBUTI 2.18041467
RESIDUELLE 2U MODELE A CE STADE = 9,429723295
TECT IR F‘RRE !

VARIASLE {XIE2-3. X12X2Z{3
:G.FFI B T = 9.04015625
ONTRIBUTIIN = 1,84733125
QE DLELLE .U MODELE A CE STADE = 2.382¢2337C

TEST DE + CARRE :

t carre = 2,8428435%
= ge Fischer {1,18,720 = 4.3t
DELXIEME TEST
Analyse de variance : F = 2,844742%2

)

VARIAELE 7i82-2, 1y
onsii;;;lgim S 1:%‘3?%%%3323
° SIDU:LLE 33 AORELE A CE STADE = 9.524242442
TEZT OB t CARAT
Yiarre = 2,72994338
F gz Fischer LA = 4,48
vELA o3

VARIABLE X2
COEFFICIENT = -8.309375301
f\n\lTRTBH'PT f‘*l l 53143626

S’DUEL’é DU MCDELE & CE STADE = 12.342419923

TES' AL & f~apEZ

Y vy
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F de Fischer (1,184,990 = 4.49
DEUXIEME TEST
Analvee de variance : F = 2,430965%

UARTABLE (1E3-8.2{1)(X2E2-.488445667)K3
DOEFRILIENT = ~5.8746927331

CONTRISUTION = 1.4132437
RESISUELLE DU MODELE A CF STADE = 8.399758334
TEST DE t CARRE : :

t carre = 3.54000294

F de Fischer {1,15,930 = 4.5¢4
DEIB(IEME TZST

Analyse de variance 3 F = 2,4384629

"‘RIHBLE Xig2-3N2 :
COEFFICINT = 9,3495312301
"c:m*su*xm 1.23763823

RESIDUELIE DU MODELE A CE STASE = 3,329983432
TEST DE t CARRE :
tooarre 3 3.44114523
F de Fischer fl,l §,9%0 = 4.4

JEUXIEME TEST
Analyse de variance : © = 2,12623272

VARIABLE (X1E2-3)X3

CCEFFI IENT = 3,3542500083

COURIBUTION = 1,213
?EC’DJ:LL.. T MGDELE & CE TTADE = 8,I728737%
TEST DE % CARRE :

tocarre = 4.45710217

F de Fischer 11,13,750 = 4.47

NEUXIEME TEST
Analyse de wariance : F = 2,88733983

VARIABLE XiX3
COTFFICIENT = 8.1
CONTRIBUTION = 1.2
RESIDUELLE DY MODELE A CE STADE = 8.195389894
TEST DE & CARRE
Parre = 5,14488192
T de Fischer {1,12,720 = 4.7%
DELRIEME TEST
Anzlyse 2z variance : F = 2,34158832

VARIABLE <X1E3-8.2X1)X2
COEFFICIENT = -3.8372373833
SONTRIBUTION = 0,43933125

RESIDUSLLE U MODELE A CE STADE = 2,1549713%1

\.~-- o’ [LY ¥ ) wyiy -
TEST OE ¢ CARRE :
tozarre = 4,12303004
Fode ! .'er"' L9y = 4,84

DEUXIEME TES

Anaivee e variance : = = 1.397023846

UARIABLE N1(X2E2-,444666657)
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COEFFICIENT = -8.138125
CONTRIBUTION = 8.588748417
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 8.119392788
TEST DE t CARRE :
t carre = 4.234189
F de Fischer (1,168,930 = 4.94
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 874633454

VARIABLE X1(X2E2-,486866667)X3
COEFFICIENT = 9.13312%
CONTRIBUTION = 8,47259373
RESIDUELLE DU MCDELE A CE STADE = 8.8883783784
TEST DE t CARRE :
tcarre = 35.880819873
F de Fischer (1,9,920) = 5.12
DEUXIEME TEST
Analyse de variance ¢ F = .811988513

VARIABLE (X1E2-3)(X2E2-.844848487)X3
COEFFICIENT = 8.8479487499 :
CCHTRIBUTION = 8.394218749
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 8.841137323
TEST DE t CARRE :

t carre = 9,58252983

F de Fischer (1,8,990) = 5.32
DEUXTEME TEST :

Analyse de variance : F = ,477234841

VARIABLE X3
COEFFICIENT = -8.0425860082
CONTRIBUTION = 8.8937560083

RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = #8.9334235119
TEST DE t CARRE : :

t carre = 2,78822751

F de Fischer (1,7,93) = 5,59
DEUXIEME TEST

Analyse de variance : F = ,141039417

VARIABLE (X2E2-,884844467)X3
COEFFICIENT = -8.183125
CONTRISUTION = 8.8547187563
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 8.0297743055
TEST DE t CARRE :
ctarre = 1.90493423
F de Fischer (1,5,930) = 3.99
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = .0974409448

VARIABLE X243
COEFFICIENT = 9,3393753061
CONTRIBUTION = 8.0544842381
RESIOUELLE DU MODELE A CE STADE = 8.82444791466
TEST DE t CARRE :
t Carre =
2372,



DEUXIEME TZ3T
Analyse de variance i F = 9747046318

VARIABLE X1X2
COEFFICIENT = 0.819374999¢
CONTRIBUTION = 9.03883124%4
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 8,8238328833
TEST DE t CARRE :
t carre = 1,38275442
F de Fischer (1,4,99) = 7.7
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = .B513924987

VARIABLE (X1E2-5)(X2E2-.584£84467)
COEFFICIENT = -8.01794875
CONTRIBUTION = @.8273320824
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 8.3215520832
TEST OE t CARRE :
tzarre = 1,27839537
F de Fischer 11,3,954) = 108.i2
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = ,8473335727

VARIABLE (X2E2-.4488468667)
COEFFICIENT = 8.8434249998
CONTRIBUTICH = 9.0229487499
RESIOUELLE DU MODELE A CE STADE = 2.32484375
TEST OE ¢ CARRE :
t carre = 1.10194%92
F de Fischer ¢1,2,95%) = 18.51
DEUXIEME TEST
Analyse de variance : F = 3374573544

VARTABLE X1X2X3
COEFFICIENT = -8.814875
CONTRIBUTION = 8.3227812581
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 9.3187842499
TEST DE ¢ CARRE :
t carre = 1,20495347
F de Fischer (1,1,930) = 14i.4
DEW(IEME TEST :
Analyse de variance : F = ,03%137433

VARIABLE (X1E2-33X2(3
COEFFICIENT = 98.39374998E-43
CONTRIBUTION = 9.3189862499
RESIOUELLE DU MODELE A CE STADE = 3
TEST DE t CARRE :

3 degres de liberte, test non faisadle
DEUXIEME TEST

~254-

Analyse de variance : F = ,33248021%53



-255-

Moules témoins Moules + 1ppm'dé-Zn Moules + 2ppm Zn
ITEMPS/IMOYENMEl s | CV [IMOYENNE[ s [ CV | [MOYENNE|; s | Cv |
Ljours i mg/ kg img/kgi %!i mg/kg !mg/kg% VLL mg/Kg lmg/kg| %i
l 0} 202.9:. 33.€116.7} ¢ 20Z.91 335.8l116.711 202.9l 33.8[16.7[
i 3; 183.2; 2.6§ l-4i:i 503.6E196.9£39.1E§ 791.4;218.8E27.7E
| &l 242.31 11.71 3.41 | 6zZ2.%91 32.91 5.3[_] 776.11 8.81 1.1}
i 9II 2:’:7.9: 57.6{21.5:: 801.7:287.8:35-9:: 1221.7:122-9:10.1:
; léii 2:9.7= 39.3{14.:’»:{ 1165.5i‘ 0.0E O.G:} 1390-2: 84.6: 6.1:
; Z;J{ 178.6; 5.8;: 3.2;{ 1290.0; 14.1: i. 1:; 1576.5!103.9; 6.6;

ableau 37: Teneurs en Zinc dans les moules témoins et contamind

avec 1 ou 2ppm de Zinc. Cas des moules non nourries

Moules témoins Contaminées/lppm Contaminées/2ppm Zn

ITEMPS, |[MOYENME| s | Cv [{MOYENWE|I s | CV |IMOYENNE| s | GV |
ijaura i mg/kg : slkgi %:é mg/ kg imgikgi %ii mg/ kg g mg/kgé %!
i ot 202.71 33.3i16.7|! 202.9i 35.8116.711 202.9i} 33.81ia.7]
g 3: 243.3{ 58.3:23.4}; 582-6:194.9233.5}: 578.6: 77.4:13.4{
{ 6; =G, Zif 11.0i| 3.?}: 630.6: 34.3: 5.5:{ 1708.9{1100.5:64.4}
i‘ 9; 274. 7; 3.3i|v 3.0:: 810.6{249.3:30.8:; 1021.6: 4.7: 0.0:
Il a.a'll 273. 0: 23.32 8.1}; 751-7! 94.8:12.6:} .11.65.i.3ii 85.6! 7.3il
!L Eli 229. 8; 87.4&38.05; 988.0i 24;0=L 2.4;; 1399.5; 83.0i 6.6;

Tahleau 38: Teneurs en Zinc dans les moules nourries témoins et
contaminées avec 1 ou 2ppm de Zinc.
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Evolution des teneurs en Zinc dans les moules en fonction du temovs

de contamination (X]), des teneurs en Zinc dans le milieu (XZ)et

et de la présence ou non de la nourriture (XS)'

No X1 X2 X3 H Y2 imoven
1 -3 -1 - 179 226.8 202.9
2 -2~ 179 224.8 202.9
3 -3 e-! 179 224.8 202.9
g -2t 79 226.8 202.9
PR 179 2248 262.9
& -3 1! 179 22¢.8 282.9
F 199 184.3 180.1
g -i-td 298 207.¢4 248.8
& -1 8-t 442.8 84,3 363,95
i -0 1 444.7 728.4 o32.%
1= 11 836.7 946.1 791.4
12 -0 1 433.3 523.% 378.4
i3 [ -1- 358.5 334 342.25
14 HIE 288 272.4 280.2
- B SR é44.1 599.4 422,85
16 1 & | 484 439.2 638.4
i? HEIES| 789.2 782.3 774,85
15 1 11 1484.8  938.8 1207.8
15 3-1- 227.1 388.4 267,83
28 -0 288.4 248.8 274.7
2! 2 8-l 599.2 1885.2  881.7
2 38| 434 987.2 818.é
R 1A 1134 §368.8  i222.4
24 311 1018.2  1824.9  1821.55

VARIANCE INTRA-GROUPE DES ESSAIS : 19188.2746

VARIABLE |
COEFFICIENT = 3513.37
TLuRIBUTION = 6374473.38
RESICUELLE DU MODELE A CE STADE = 118902,743
TEST OE 4 CARRE
t carre = 97.4798523 .
F de Fischer (1,23,954) = 4.28
DEUYIEME TEST
Analyse de variance ! F = 644.433354

-4
o
é

VARIABLE X2

COEFFICIENT = 249.748625
CONTRIBUTION = 997924.078
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE
TEST DE ¢ CARRE :

78583.5023

t carre = 14,1382341



£ de Fischer (1,22,930) = 4.3
DELR{IEME TEST
Analyse de variance : F = 104.814844
LARTABLE X
COTFFICIENT = 87.378833
SONTRIEUTION = 923438, 4""
QESISUELLE DY MODELE A OF STADE = 38183.743%
TEST 22 L TARRE
booapre = 30,3323599
F de Fischer (1,21,930) = 4.32
1
d

1TARITAR AVERT)
VARIABL ¥ix2

&9, 154875
382413,34%
QnELE & CE STADE = 12478.2245
38.44250383
(1,23,990 = 4.3
yariance : F = 39.2779234

-3, 21243
-13.370852!
78714.7413
MOnTiE A4 OF STADT = 27917V
2.75482844
7,50 = 4.3
Analvse de variance @ F = 3.204462%°
JARTABLE (X1E2-3)
T'JC.’.’ICI:’JT = -11,8395323
COMNTRIBUTION = 53827.4814
CE STADE = 4581.1373¢

TEaT o 3 oraper

P v L

-
(-5
-3
D
=
[l
L]
-
wn
o~
——
(-1
L
Ln
3
e 4
[v=]

6648676

E ||.IBUTION 21?81

RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 359031548
;

SEXT

UARTABLE (N1E2-2, {1 (H2E2-, §8486£4673X3
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COSFFICIENT = -11.4833923
CONTRIBUTICN = 28235.6814
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 4673.938%4
TEST DE t CARRE :
t carre = 4,33375003
F de Fischer (1,14,750) = 4.47

AEIVTPUE TEOT
DEIMITME TEST ¢

dnaltyse dz variance 3 F = 2,111253%4

VARIABLE (X!E3-8.2X1)X3

COEFFICIENT = -3.33445834

CONTRIBUTION = 194683.8448

RESIDUELLE CU MODELE A CE STADE = 3£73.27799

TEST OF t CARRE @

t 3.25843971
& i 0 - 4 T2
F er {1,15,750 = 4.54
[\ d g N
VLA H
i T - [+ [ -£]
An ¢ variance T = 2,851458%

VARIABLE (X!E3-8.2X1}{X2E2-.888448447"
CGE=F}C'ENT = -9,5419271
CENTRIBUTION = 13985.334!
?ES DUELLE DU MODELE A CE STADE = 2934,72422
TEZET OE 1 CARRE
t carre = d4,74211388
F de Fischer {§,14,93% = 4.4
:CUX;:ME TEST
Analvee de variance : F = 1,45748244

UARTABLE (RIE2-3)R2X3
COZFFICIANT = -4.48828125
CONTRI BJTIQ 11431.4732

°=C;DJELL: DU MODELE & CF ETADE = 2221.72843
TEST OE t CARRE :

tzarre = 5,81884847

F de Fischer {1,13,73%) = 4.47
SEUXIEME TEST @

Analyse de variance :

i n

-, 8866438677
-43,994873
10223.3447
"ZS r“'i:'....E o WODEL. A C2 STADE = [410.54783

—q 3¢
~3
"
l'-)

[T 1]

t carre = 6.4061““31

T ode Fischar £1,12,720 = 4,75
JEUXIEME TEST

Anaiyse de variance ' F = 1,)746588!
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CEUXTEME TEST

YRWATLE o

Analyse de variance : r = 1.34818433

YARIABLE X1(X2EZ-.844846647)
COEFFICIENT = -18.428425
CONTRIBUTION = 3087.93281
RESIDUELLE DU MODELE A CE 5TADE = 435.897824
TEST DE t CARRE :
t carre = 4,73818841
F de Fischer {1,18,73%) = 4.%¢
DEUXIEME TEST
Anaiyce de variance : F = ,313518014

VARIABLE (X1E3-8.Z(13X2
COEFFICIENT = 2,1484893%
CCNTRIBUTION = 2144.84154
RESIDUSLLE DU MODELE A CE STADE =  444,70429
TEST UE t CARRE ¢
t carre = 4,44883572
F de Fischer {1,9,930) = 5,12
DEIEME TEST
Analyse de variance : F = ,225050352

VARIABLE {(X1E2-5)(X2E2-.888684447)X3
COEFFICIENT = -3.99765824
CNTRIBUTION = 1383.7338

RESIDUELLE DU MODELE 4 CE STADE = 252,520345

ToaT ne 4 ona

(o] s} ud
Leci wh oL ouHRRE

- - L B
YoCarre = 3.2

- P TIY re
LA B ch - O

JEUNIEME TEST ¢

s1aCA
s Feag

[ BN ]
Ty By

i T S, o an
TR - i .

Analyse de variance @ F = 142142242

VARIABLE ¢X1E2-8.2(1)

COEFFICITNT = §.974734125

CONTRIBUTION = 459.414182

RESICUELLE DY MODELE A CE STADE = 3883,712488
TEST DE t CARRE :

carre = 2,13481221

ta ™ 4 7 0EYYy . £ o£n
de Fizcher 01,7,%90 = E.ES

roue wepe
- iawe

Shaigsze Je variance ¢ T o= 2427308712

+
S
c

VARIABLE (X1E2-3)(X2E2-,484844487)
COEFFICIBNT = -2.4914842¢4

CONTRIBUTION = 418,124386

RESICUELLE DU MODELE A CF STADE = 257,:437%2

rravT ne n
TEIT T LODARRE

fmw: w2

VARTABLE X3
COEFFICIENT = 4.,9444447

-259-



STACE = 198,187

carre = 3 ﬁ.:l%&
F de Fischer ¢!,5,9%) = 4.41

Analvse de variance : F = 0417373634

VARIABLE (X2E2-.8846688873X2

Wr"cza = -10.485375

CONTRIBUTION = 3584.23133
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 91.1481338
TEST DE t CARRE

Yozarre = 4.43199308

E de Fischer {1,4,954) = 7.7
JEVHIIME TEST

Analvse de variance s F = 041133097

VARIABLE XI1X243
COEFFICIENT = 1.38187561
CONTRIBUTION = 259.740283
RESIDUELLE DU MODELZ A CE STADE = 24.7453237
TEST DE ¢ CARRE ¢
t carre = 7,43217523
- F de Fischer \:,3,?54)
DELIEH TE'-‘T :

Anaivee de Japiance : F = (2278727844

VARIABLE XIX
COEFRICIENT = -9,87230d088

COTRIEITION =

BESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 4.7447005!
TEST OE t TARRE

booarre = 13,5390

4 Tiea 4 114 - o e
Fode Figcher 11,2,720) = 8.3

94 ;-,:Qﬂ:(\
ER W R LNy

ACIRZTERC TEET
SFewo il iwdi o

Analyse de variance 1 F = 7,32:158811E-63

UARIABLE X2(3
COEECICIENT = §,798425084
SONTRIBUTICN = 10,08014844
‘f:Z:L'ELL: 3U MODELE 4 CE STADE = 3,3%210222
TEST 2E t CARRE
Yooarre o= 2,24401422
T de Fischer {1,1,7T0 = 141,98
STINMIRME TEST
Aralyse g2 varispce ¢ F = 1.34294872-43

~-260-

YARIASLE YIINIE2-, d4achbeTIN3
ROERRINITH = 3,I41875084
SONTRIZUTION = 3.47209332
RESIDUELLE DU MODELE & CE STADE = 8
TEST OF t CARRE :

9 degres de liberte, test -on faisable
DEUAIEME TEST

Analyse de variance : F = 3.43981477E-04



-261-~

Moules témoins + 0.23npnm Zn 4+ lppm Zn

[t | T ) TT T T T T T 1
VTCHF S MgV aEnnis 5 I CV 1 iMOTYENNE | s i CV {iMOYVERNNE S i CV |
licavrs | w3/7Kg [m3/ ks Wil WY w3 (M9 /K | il ma/kg (w3a/kgi o
- === - - +r——— r -+ + + T 4
! ol iZ2Z.7, S.11 ST 138.71% Seil 3711 i598.%i .10 3.7
i ~E 4056? X _% _ _Ii o i _ i B (] i i i
! = ’ \ 3.31 Z«311 1853.51 Z1.9143.211i 2l7.6f 47.0121.9;
1 H i \ i i i L i i i
! H 1:i%.1 G. 01 SeSii 175.14 2.21 L.1iji 315.51 S.8| Z.86]
i i i i i i | ii i | i
: i 1l8.2) 1Z2.7110.%F1 i Z27Z.2y 65.0IiZ23.1114 SE0V.71 63.F117.71
i i i i il i | il i i i
' 1Z i85.31 1.1 7.411 S383.Ci F77.31Z6.7101 478.41| 4.7 1.GC}H
i i i i il i i il i i i
{ 131 19G.8§ J3Z.01z22.51 1 49%.0§ 73.6123.21} 1| Sail.ll 48.71 .0}

3 = L 2 3 L. L L H

Tableau 39: Teneurs en Zinc dans les moules témoins et contaminées
avec 0.33 ou Ippm de Zinc.

Moules témoins+ O.5ppmPb (0. 33nZn+ 5Pb) (1 Zn+ 0.5 Pb)ppm
{-TMPS/IMOYENME! = | €V [IMOYENME| 3 | CV | IMOYEHNZ|{ s | CV |
tizars | mg. %3 {ms3/i3l Nl ma‘kg |mg/kgl “ll mg/kg Iimg/kgi wi
: - i ¥ ; ++ : i
i Al 1ZT2.91 S.ll 30700 138.F1 S.bi 3.7ii 138.91 S.11 3.71
! { ! i it i i 11 i | i
; T1 18S.%{ 21.7!15.201 188.5| 27.71i5.811 174.5] 27.4{i5.7]

i . i i I i i i i i
i 6/ 1P3.if Z.2| 1.1]j 209.1] 20.%| F.7{| Z219.8] 77.5(33.3]
; R B S i | i | i i
: e, ‘,;_2; 63.0(25.1ij 237.5] 52.7122.211 =231, 9| 22.35; $.71

A i I i | 11 { i
; iZF 363.6| 26.7i26.7ii =234.81 5.9| 3.311 33a. 1| 45.61 7.4
. H i i 11 i | ] | i
: 1S; 404.Ci 93.6(23.2{] 240.0| 63.5{27.3]| 271.81 23.6] 8.7

A L Lt o L.1 . L Jd
TaEleau 40

Teneurs en Zinc dans les moules —émoins et contaminées
avec 0.33 6u lppm de Zn en présence de O0.5ppm de Pb.

Moules tem01ns+ lppm Pb (0. 33%n+le)pnm (1 Zn+ 1 Pb)ppm.

S.IMG(ENNEI =) cv IIHO‘ NNEI S l cv MOYENNEi s i cv
re | mg9/kg lmg'kg mg/kg Img/kai % mg/wg ima/kgij

- L] 1

1

e
-
3

[N

i}
nm

3
kL.

[ T T3 1
i | Ll i
| | 11 b i
] a3 $ . L i 4
. . 1] T L] T | L T <1
1 (ol 133.9[ i1 3711 38.71 Seill 3.71 1 138.%21% S.1] 3.714
] i i | L | | 1 | { i
{ uy] 2i7.&F S7.0i2l.4}} Z288.2Z| 8Z.31Z8.61} | £2338.0| 83.38i2?2.81
i H ] | il | | i { i i
i éi 31391 S.8| 2.81 1| £3%.81 23.41 711 288.351 ;a.ul S5.31%
H i i il i i il i i i
. 71 22C.7, 3S.711i 9.?![ 178.01128.7128.81 i GU7.0311l00.3129.6
i i { i ii | i L { i i
1 121 425. 431 4.?. 1.111% 2078 f 77.50116.51 1} 7] S0.11249.11
i i i i il i | 11 | i ]
: iZ J31.57 38.74% 9.Cii TS5S.7) Fl.4112.31 | S12.5 l 39.0] 6.8
N i) ] ] 1 IR 1 L2 H -
Tableau 41: Teneurs en Zinc dans les moules témins et contaminées
avec 0.23 ou | rnrnm de Zinc en présence de lppm de Plomb.




No X1 ox2 X3 11 Y2 Y
t: -5 -1 -1 135,306 142,500 138.
2: =% -1 ¢ 135,300  162.500 138.
3: <5 -1 1 135,300 142,500 138,

6y =5 1 -1 135,300 142,500 138.
5: -5 1 ¢C 135.300  162.500 138.
6: -5 1 1 135.300 142.500 138.
7: <% -1 - 102.20¢  109.000  105.
§: -3 -1 112,000 118.000 115,
9: ¥ -1 1 130,000 103.000 116,

0: 3 1 - © 181.300 150,300  165.

11 -3 1 167.300 209.20C  188.
12 3011 155.200 193.900 174.

13 -1 -1 -t 121.900 116,300 119,

16: -1 -1 141,000 130.000 135.

1%: -1 -1 119.000  109.000 114,
l6: -1 1 - 194,700 191,500 193.

17: -1 1 184,700  223.500  209.

18: -1 1 1 2764.700  165.000 219,

19 : 1 -1 - 125,100 107.200  11e.

20 : 1 -1 116.000 120.000 118.

21 i -1 1 126.000 114.000 120.

22 : 1 1 -1 316,700 227.600  272.

2% 1 1 0 274,600  200.100 237.

26 1 1 1 216.100  247.800 231.

25 3 -1 -1 1644.600 166,100 145,

26 : 3 -1 0 145.000 135.000 140,

27 ¢ I -1 1 127.500  125.700  12e.

28 3 1 - 433.900 296,000  3e4.

29 3 1 0 241,100 228,500 234.

30 ¢ 3 11 305.900 370.400 338.

i 5 -1 -1 163.300 118,000  140.

32 : 5 -1 0 182.000 228.000  205.

33 5 -1 1 220.000 236,000 228.

‘36 : 5 1 -1 317.800 470.000 403.

}35 : 5 1 0 193.700 286,000  239.

5 1 1 285.100 288.400 271.

36 1
|

‘( ......
|

/ariance moy. des essals = 1227.8763
fest d’egalite des variances:

statistiaue G de Cochran = 7.7436
............ 1

/ariable 01

soefficient :  1.8400972222E+02

sontribution @ 1,2189448034E+406
esiduelle du modele a ce stade :
Fest nol : F caleule =

5.62196408376E+03

216.819

F de Fischer (1, 35. 95%) = 4.12
tritere no 2 : resid. ) var. moy. des esssis --) variable importante
;est no 3 : F caleule = 1985.452
| F de Fischer (1. 36. 95%) = &.11

Lariable I Vi

Evolution des teneurs en Zinc dans les moules
en fonction du temps/j (X,), des teneurs en
Zinc (Xz) et en Plomb (X3idans le milieu.

1t Yariable & 6 modalités; 0,3,6,9,12e¢t 15].

X
X, Variable a 2 modalités; O et Ippm de Zn.
X

3t VariaBle d 3 modalités; 0, 0.5 et lppm Pb

ontribution :  8.0282500069E406

3.4260620367E+03

‘esiduelle du modele a ce stade :

test no 1 +  F calcule = 23.433

F de Fischer (1. 34. 95%) = 4.13
;ritere no 2 : resid. ) var. moy. des essais --) variable importante
;est no 3 i F caleule = 130.766

F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.11



variable T ¢ -263-
coefficient : 1.1514642857E+01
contribution :  5.5686540054E+04
residuelle du modele a ce stade : 1.8423905816E+03
test no 1 :  F calcule = 30.225
F de Fischer (1, 33, 95%) = 4.14
critere no 2 : resid. ) var. moy. des essais --) variable importante
test no 3 : F calcule = 90,704
F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.11

variable Xt X2
coefficient : 6.7772619047E+00
contribution :  1.929113714%E+04
residuelle du modele a ce stade : 1.2971172514E+03
test no 1 i Focalcule = 14,872
F de Fischer {1, 32, 95%) = 4.15
critere no 2 : resid. ) var. moy. des essais --) variable importante
test no 3 +  F ocaleule = 31.422
F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.11

variable + X1 X2 X3
coefficient : -4.2539285714C+00
contribution :  5.0668563214E+03
residuelle du modele a ce stade : 1.1755128298E+03
test no1 : F calcule = 4,310 _
F de Fischer (1, 31, 95%) = 4.16
critere no 2 : resid. ( var. moy. des essais --) variable pey importante
test no 3 :  F calcule = 8.253
F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.11

variable : (X172 - 70/6) X2
coefficient : -1,1690476191E+00
contribution :  4.8981536508E+03
residuelle du modele a ce stade : 1.0514248024E+03
test no : Focalcule = 4,659
F de Fischer (1, 30, 95%) = 4.17
critere no 2 © resid. ( var. moy. des essais --) variable peu importante
test no 3 :  F calcule = 7.978
F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.1

variable T X2 (X372 - 2/3)
coefficient : 7.1160716286E+00
contribution :  4.7262574405E403
resiguelle du modele a ce stade :  9.2470643560E+02
test no 1 1 F calcule = 5.111
F de Fischer (1, 29, 95%) = 4.18
critere no 2 : resid. ( var. moy. des essais --) variable peu importante
test no 3 +  F calcule = 7.698
F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.11

variable X2 (x32-2/3)
coefficient :  2.1354166667E+01
contribution :  3.6480034723E+03
residuslle du modele a ce stade :  8.2744582715E+02
test no | ¢ F calcule = §.409
F de Fischer (1, 28, 95%) = 4.20
critere no 2 : resid. ( var. moy. des essais --) variable peu importante




variable
coefficient
contribution :

X1 (x372 - 2/3)
5.9078571629E+00 -264-
3.2575924286E403 ar

residuelle du modele a ce stade : 7.3764039747E+02

test no 1

critere no 2 :
test no 3

variable
coefficient
contribution :

F calcule = §.417

F de Fischer (1, 27, 95%) = 4.21

resid. { var. moy. des essais --) variable peu importante
F calcule = 5.306

F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.11

(X172 - 70/6) %2 X3
-1.1590401786E+00
3.209768601 26403

residuelle du modele a ce stade : 6.6235085117E+02

test no 1

¢ritere no 2 :
test no 3

variable
coefficient
contribution :

F calcule = 4.997

f de Fischer (1, 26, 95%) = 4.22

resid. ( var. moy. des essais --) variable peu importante
F calcule = 5.228

F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.11

X2 X3
-1.0079166667E+01
2.6381504167E403

residuelle du modele a ce stade : 5.7051886855E+02

test no |

critere no 2 :
test no 3

variable
coefficient
contribution :

F calcule = §.274

F de Fischer (1, 25, 95%) = 4.24

resid. { var. moy. des essais --) variable peu importante
F calcule = 3.

F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.1t

.

(X172 - 70/6)
7.8288690482€E-01
2.1966762701E+03

residuelle du modele a ce stade : 5.0276231015E€+02

test no 1

critere no 2 :
test no 3

variable
coefficient
contribution :

F calcule = 4,369

F de Fischer {1, 24. 95%) = 4.26

resid. ( var. moy. des essais --) variable peu importante
F calcule = 3.578

F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.11

(X176 - (16213/597){x1°2 - 70/6) - 707/3) X2
-1.1431577172E-01
1.6516977914E+03

residuelle du modele 3 ce stade :  4.5280859357E+02

test no 1

critere no 2 :
test no 3

variable
coefficient
contribution :

F calcule = 3.648

F de Fischer (1, 23, 95%) = .28

resid. ( var. moy. des essais --) variable peu importante
Focalcule = 2,690 '

F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.11

(X372 - 2/3)
1.3433333334E+01
1.4436355557E+403

residuelle du modele a ce stade : 4.07771006439€+02

test no |

critere no 2 :
test no 3

F calcule = 3.540
F de Fischer (1, 22, 95%) = 4.30
resid. ( var. moy, des essais --) variable peu iaportante

F calcule = 2.351




riable ¢ (X173 - 20.2x1) X2
efficient : -2.2517361111E-01
ntribution : 1.2616567500E+03
siduelle du modele a ce stade : 3.6710977841E+02
stnol i Fcalcule= 3.437
F de Fischer (1, 21, 95%) = 4.32
itere no 2 : resid. { var. moy. des essais --) variable peu importante
st no 3 1 F calcule = 2.055
F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.11

riable : (X173 - 20.2x1) (X372 - 2/3)
efficient : -4.0633680556E-01
ntribution :  9.1299004166E+02
iduelle du modele a ce stade :  3.3981576525E+02
tnot +  Fcalcule = 2.687
F de Fischer (1, 20, 95%) = 4.35
itere no 2 : resid. ( var. moy. des essais --) variable peu importante
tnod :  F caleule = 1.487
F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.1t

risble t (X175 - (133632/4147) (X173 - 20.2X1) - (3271/7)%1) X2 X3
efficient : -6.1759858859€-02
ntribution :  8,9275967058E+02
sidueile du modele a ce stade : 3.1071345444E+02
st nol : F calcule = 2.873
F de Fischer (1, 19, 95%) = 4.38
itere no 2 : resid. ( var. moy. des-assais --) variable peu iaportante
st no 3 : F calecule = 1.454
F de Fischer (1, 36, 95%) = 4,11

riable I S 4 £
efficient : -1,7057142857E+00
ntribution :  8.1464914285E+02
siduelle du modele a ce stade : 2.8271702731E+02
st no t ¢ F calcule = 2.882
F de Fischer (1, 18, 95%) = 4.41
itere no 2 : resid. ( var. moy. des essais --) varisble peu importante
st no 3 ¢ F ocalcule = 1.327
F de Fischer (1, 36, 95%) : ‘.11

~iable : (X173 - 20.2x1) X2 X3

sfficient : -2.1776620371E-01

tribution 1 7.8667605558E+402

Siduelle du modele a ce stade : 2.5307237858E+02

st no l : F calcule = 3.109

| F de Fischer (1, 17, 95%) = 4.45

itere no 2 : resid. ( var. moy. des essais --) variable peu importante

jtnod : Fcaleule = 1,28
Pienhar (4 24 ORE) = £ 14
U U TLabiItel 14y YUy, 7J%) = 6,11

‘iable : (X172 - 70/6) X2 (X372 - 2/3)
sfticient :  8.0982142858E-01
itribution :  5.2231682539€+02
yiduelle du modele a ce stade :  2.3624460066E+02
it no 1 : F calcule = 2.211

F de Fischer (1, 16, 95%) = 4.49




variable « (X176 - (16213/597)(x1°2 - 70/¢) - 707/3) (x3°2 - 2/3)
coefficient : -1.3597468619E-01
contribution :  5.1930427722E+02
residuelle du modele a ce stade :  2.1737395556£+02
test no 1 + F calcule = 2.389
F de Fischer (1, 15, 95%) = .54
critere no 2 : resid. { var, moy. des essais --) varisble peu importante
test no 3 ¢ F calcule = 0.846
F de Fischer (1, 36, 95%) = .11

variable : (X175 - (133632/4147)(x1°3 - 20.2x1) - (3271/7)x1) x2 (X3°2 - 2/3)

coetficient : -7.4567889064E-02
contribution :  4.3381485225E+02
residuelle du modele & ce stade :  2.0191389151E+02
test no 1 : F calcule = 2.149
F de Fischer {1, 14, 95%) = 4.60
critere no 2 : resid. ( var. moy. des essais --) variable peu importante
test no 3 1 F calcule = 0.707
F de Fischer (1, 36, 95%) = &.11

variable s (X172 - 70/6) (X372 - 2/3)
coefficient : 7.2098214287E-01
contribution :  4.1400396827E+02
residuelle du modele a ce stade : 1.8559927022£+02
test no 1 : F calcule = 2.231 .
F de Fischer (1, 13, 95%) = 4.67
critere no 2 & resid. ( var. moy. des essais --) variable peu importante
test no 3 + F calcule = 0.674
F de Fischer.(1, 36, 95%) = 4.11

variable « (X176 - (16213/597)(X1°2 - 70/6) - 707/3) X2 X3
coefficient : -6.8953434534E-02
contribution :  4.0062572245E+02
residuelle du modele a ce stade : 1.6768039920E+02
test no ! :  F calcule = 2,389
F de Fischer (1, 12, 95%) = 4.75
critere no 2 :  resid. ( var. moy. des essais --) variable peu importante
test no 3 : F calcule = 0.653
F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.11

variable : (X175 - (133632/4147)(x1°3 - 20.2x1) - (3271/7)x1)
coefficient : -3.1043419622E-02
contribution :  3.3833921979€+02
residuelle du modele a ce stade : 1,5216596096E+02
test no :  F calcule = 2.223
F de Fischer (1, 11, 95%) = &.84
critere no 2 : resid. ( var, moy. des essais --) variable peu importante
test no 3 + F calcule = 0.551
F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.1

variable S ¢
coefficient : ~-3.5583333333E+00
contribution :  3.0388166667E+02
residuelle du modele a ce stade : 1.3699439039E+02
test no 1 : F calcule = 2.218
F de Fischer (1, 108, 95%) = .96
critere no 2 : resid. ( var. moy. des essais --) variable peu importante

test no 3 ¢ F caleule = 0.495

-26¢
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jable : (x173 - 20.2¢1) X3
fficient : 1.3437500000E-01
itribution @ 2.9953799999€+02
iduelle du modele a ce stade : 1.1893398933£+02
tnol : Focalcule=  2.519
F de Fischer (1, 9, 95%) = 5.12
tere no 2 : resid. ¢ var. mroy. des essais --) variable peu importante
it no 3 :  F caleule = 0.488
‘ F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.11

iable ;o (X173 - 20.2x1)
fficient : -1.0225694444E-01
tribution :  2.6019076999€+02
iduelle du modele a ce stade : 1.0127689424E+02
tnot :  F calcule = 2.569
F de Fischer {1, 8, 95%) = 5,32
tere no 2 : resid. ( var. moy. des essais --) variable peu importante
t no 3 i F calcule = 0.424
F de Fischer {1, 36, 95%) = 4.11

iable ¢ (X176 - (16213/597)(X1°2 - 70/6) - 707/3) x2 (X3°2 - 2/3)
fficient : -9.1089854174€E-02
tribution :  2.3304821608E+02
iduelle du modele a ce stade : 8.2452419695E+01
tnot 1 F ocalcule = 2.826
F de Fischer (1, 7, 95%) = 5.59
tere no 2 : resid. { var. moy. des essais --) variable peu importante
tnod :  F calcule = 0.380
F de Fischer (1, 36, 95%) = 4,11

iable : (X173 - 20.2%1) x2 (x3°2 - 2/3)
fticient : -1.9921875000E-01
tribution :  2.1945937500E+02
iduelle du modele a ce stade : 5.9617927145E+01
tnol ¢ F calcule = 3.681
F de Fischer (1, 6, 95%) = 5.99
tere no 2 : resid. ( var. moy. des essais --) variable peu importante
tnod - F caleule = 0.357
F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.11

iable : (X474 - (16213/597)(x1°2 - 70/8) - 707/3)

fficient : -3.3223152454E-02

tribution :  1.3950827257E+02

iduelle du modele a ce stade :  4.3639858060E+01

Enol : Focalcule = 3.197

‘ F de Fischer (1, 5, 95%) = 6.61

Fere no 2 : resid. ( var. moy. des essais --) variable peu importante

tned ¢ Fcalcule = 0,227

F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.11

iable : (X175 - (133632/6147)(x1°3 - 20.2x1) - (3271/7)%1) X3
fticient : -1.9467921710E-02

tribution @ 8.8707666643E+01

(duelle du modele & ce stade :  3.2372905915E+01

pno i :  F calcule = , 2.740

amal . = =




variable
coefticient
contribution
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(x1°5 - (133632/6147)(x1°3 - 20.2x1) - (3271/7)x1) (X3"2 - 2/3)
-3.0287272191E-02
7.1568355817E+01

residuelle du modele a ce stade : 1.9307755947E+01

test no 1

critere no 2
test no 3

variable
coefficient

contribution :
residuelle du modele a ce stade :  8.5904751455E€-02

test no !

critere no 2
test no 3

variable
coefficient

contribution :
residueile du modele 3 ce stade :  4.9730992876E-02

test no 1

critere no 2
test no 3

variable
coefticient
contribution

F calcule = 3.707

F de Fischer (1, 3, 95%) = 10.13

resid. ( var. moy. des essais --) variable peu importante
F calcule = 0.117

F de Fischer (1, 36, 95%) = ¢.11

(xt°2 - 70/6) X3

-1.5546875001E-01

5.7751458339E+01

F calcule = 672.273

F de Fischer (1, 2, 95%) = 18.51

resid. ( var. moy. des essais --) variable peu importante
F calcule = 0.09%

F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.11

(x1°¢ - (16213/597)(x1°2 - 70/6) - 707/3) X3
1.2036662907E-03 '
1.2207851003€-01

F calcule = 2.455

F de Fischer (1, 1, 95%) = 161.40

resid. { var. moy. des essais --) varisble peu importante
F calcule = 0.000

F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.11

(X175 - (133632/4167)(x1°3 - 20.2x1) - (3271/7)x1) X2
3.7636302341E-04
§.9730992876€-02

residuelle du modele 8 ce stade :  0.0000000000£+00

test no 1
critere no 2
test no 3

Fin,

zero ddl, test non faisable

resid. ( var. moy. des essais --) variable peu isportante
F calcule = 0.000

F de Fischer (1, 36, 95%) = 4.1t
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Tableau 43: Poids sec des échantillons de coquilles
témoins et contaminées avec le Zinc chez
" les moules non nourries.
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Tableau 42: Poids sec des &chantillons des différentes fractions de la
partie mglle de la Dreissine tEmoins et contaminée:
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Evolution des teneurs en PTS (mg/kg PF) dans la partie molle totale
et sans branchies en fonction du temps (X ), des teneurs en Zinc (X

3)
et de la présence OU__d_G.!_-l.-_absence-_d_e-_l.a--n.onr_r1ture (X,).
Ho  Xi X2 X3 X4 ¥1 v2 v3 Yaayen
Poosb-beie 284.7 233.7 214.2 224.4 Plan expérimental 3 4variable
SIS 22,9 24,7 24,2 224.4
I I S 249 237 M4z 2244 X, fraction analysée:avec 2
L I R 84,9 4.7 242 2244 modalités; la partie moll
© -1 fef -y 99,5 1905 48,7 188.544667 totale et sans branchies.
] -1 q.= 2.8 188.7 o 7 LR

6 a 1 i I .\? 1...; 3-. !86 uééé XZ: temps d'QXP051t10n avec 2
7 -1 11 199.5  191.5  148.7  184.544447 modaligs; O et 3jours
3 -1 111 169 191.5  168.7  194.546467
7 -]t 284 177 44,2 17572392 Xyt teneurs en Zinc danslle
9 -1 1702 747 25,5 159,446447 milieu:avec 2modalités:
el - 382 LT 9 244644347 0 et 2ppm.
2 11t 112,30 /L 898 1551 .
14 a 4 a EY FE YR st d v -
2 11t 22,4 25.2 5.4 1031 Xyt Pre::’.‘ie ou gbsgni?t‘fe la

nou M .
&1 1 ! 1915 130.8 1925  i71.4 lture: <modalites
51 1t 1193 1237 143,85 120,484447
16 111 14,3 1207 97,4 104.346467

VARIANCE INTRA-SROUPE DES ESSAIS : 1304.42820

x>
Y]

.
1>

TARLE

COEFFICIENT = 187.712417 .
COTRIBUTION = 543743.209
RESICUELLE DY MODELE A CE 5TADE = 3792.243%%
TEST TC % [ARRET

t carre = 143,434082

Fode Fischer {1,15,720 = 4,538
DELMIBME TEST ¢

Analyse de varianze ¢ F = 1294.24109

EINT = -30.9484147
cm ?IBUT'ON 19334.7584
RESIDUELLE ZU MODELE A CE STADE = 2948.43334
TE3T DE % [ARRE
toarre = 5,144843%1

Y EE I | 1 74N 4 7
rscher {1,14,9500) = 4.8
-

= 35,20158%58

VARTAELE X3X4

COEFSICIENT = -18,12125

STRIBUTION = 5239.37542

?P!\O-\urvnr AN OMARE B A AR avane o aeny .q;g:
i vilmbe o tWvelka o LD JiRVI T LolS.

TIST TE L TARRE ¢

T IarT2 = Lhgdsovads T

£ de Fischer {1,13,750 = 4,47

F e :

F de Fischer {1,13,550 = 4.4

E:; r\/} v_-'\n- -rl- 4
aly

awA H

i

Analyce de variance @ F = 12,5741218
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COEFFICIENT = -13,1M7%
CCMTRIBUTION =  5259,87542
RESIDUELLE DM MODELE A CE STADE = 2524.4%1%
TE3T DE t CAPRE

tcarre = 2,8333%4N4

F de Fischer (1,12,99%) = 4.7%
DELMIEME TEST

Analyee de variance ! F = 12,8741218

.

UARIABLE X1
COEFFICIENT -17.8729147
CONTRIBUTION = 3111.05841
RESIDUELLE DU MORELE A CF STADE = 2354,70543
TEZT DE ¢ CARRE :
t carre = 2.1484725
F de Fischer (1,11,9%0) = 4.84
DEUXIEME TEST
Analyse de variance : F = 11,7344521

[T}

VARIABLE ®2X4

CCEFFICIENT = 17.1278334

CONTRIBUTION = 449239174

RESIDUELLE DU MRDELE & CE STARE = 1237,78402

TEST DE ¢ CARRE
t zarre = .
F e Fizcher

DELLCIENME TEST
Analyee de variance ¢ F = 18,7735243

1.5¢

UARIABLE 1X2Y4
COEFFICIENT = 17.1278834
CONTRIBITION = 4493,39174
HONELE A [E STADE = 127772408

t carre e 2.95382197
Fds Eizcher (1,9,7740 = 5,12
DENKIEME TEST ¢

Analy ¢ variance  F = !18,77535242

VARTABLE ¥2¥3
COSFFICIENT = -13,8899833
CONTRIBUTION = 3024.72841
RECIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 1438,94285
TEST E t CARRE
t carre = 2,22429943 -
F de Fischer (1,3,9%0) = 5.32
DELKIEME TEST
Analyse de variance : F = 7,88488489

VARTABLE X142X3
COEFFICIENT = -13,887%273
CONTRIBUTION = 3084,7734Y
QERINUELLE DI MODELE A CE STADE = 1482,54235
TEST DE 1 CARRE
t carre = 2.02429748
F de Fizzher ¢1,7,99 = 5.59
DELXIEME TEST
Analyse de variance ¢ F = 7,08420489

VARIABLE X1X2
COEFFICITO = -11,94373
CONTRIBITION = 2292,43043

REGIDUELLE DY MODTLE & CF STADE = 1347,3%822

TEST DE t CARRE
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volution des teneurs en PTS (mg/kg PF) dans la partie molle totale et sans
ranchies en fonction du temps (X,), des teneurs en Zinc dans le milieu (X )
t de la présence ou de lYabsence de la nourriture (X ).

Plan expérimental 3 4 variables:

o XIX2X3X4 11 Y2 Y3 Ymoyen
-1 -1 -1 - W49 2547 4.2 224.4 X
-1 -1 -1 | 049 2547 2142 224.4
-1t -1 4.9 2547 2142 224.4
-1 1 049 254.7 2142 224.4 X
-1 11 - 199.5  191.4 1687  186.533333
-1 11 199.5  191.4  168.7  186.533333
111 199.5  191.4 168.7  186.533333 X
4011 199.5  191.4  168.7  186.533333
11 -1 -1 1.9 4999  264.4  295.4 X
Bo1-1-t 1 1712 248.8 22807  213.566667
111 1 285.5  233.9  338.3  285.9
2 1-1 11 238.7 194 38 247.566667
3 1 1-f-f 2322 1743 257.6  222.833333
4§ 1 1-1 1 g 23,3 1880 265.83333
S 11 -1 27,7 183.2 27,5 206.133333
6 1111 218 198.1  171,533333

114.5

RIANCE INTRA-GROUPE DES ESSAIS : 2319.28284
RIABLE 1

EFFICIENT = 222.83125

NTRIBUTION = 788746.814

SIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 1331.48783
ST DE t CARRE :

t carre = 592.341431

F de Fischer (1,15,9%0) = 4,54

UXIEME TEST :

inalyse de variance : F = 1020.2718

RIABLE X2
FFICIENT = -28.5729147

RIBUTION = 4771.91842

SIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 943.013344
3T DE t CARRE :

carre = 7,18114789

* de Fischer (1,14,95) = 4.6

IIENE TEST :
inalyse de variance

|

: F = 8,75938184

1 f

fraction analysées avec 2 mo+
dalités: partie molle totale
et sans branchies.

Temps d'exposition avec 2 mo-
dalités; 0 et 16 jours).

teneurs en Zinc dans le milie
avec 2 modalités; 0 et 2ppm.
pésence ou abse,ce de la nour
riture; 2 modalités.

NABLE X1
FFICIENT = 14.4445833
MRIBUTION = 4337.32607
IDUELLE DU MODELE A CE STADE = 481.912848
T OE t CARRE :
carre = 4.36851945
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F de Fischer (1,13,950) = 4.67
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 5.41033975

VARIABLE XZX3
COEFFICIENT = -8.41873801
CONTRIBUTION = 1134.88563
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 599.714141
TEST DE t CARRE :
t carre = 1,8909182
F de Fischer (1,12,930) = 4.75
DEUXIEME TEST
Analyse de variance : F = 1,44484833

VARIABLE X1X2(3
COEFFICIENT = -8.41873881
CONTRIBUTION = 1134,08543
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 35%9.714141
TEST DE t CARRE :
t carre = 1.89091821
F de Fischer (1,11,950) = 4.84
DEUXIENE TEST
Analyse de variance : F = 1,46484853

VARIABLE XZxX4
COEFFICIENT = 8.88341447
CONTRIBUTION = 1845.9834
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 35808.543218
TEST DE t CARRE :
t carre = 2,08949448
F de Fischer (1,180,954 = 4.%4
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 1,35298345

VARJABLE X1XZX4
COEFFICIENT = 8.88341487
CONTRIBUTION = 1045.%834
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 588.543218
TEST DE t CARRE :
t carre = 2.88949448
F de Fischer (1,9,990 = 35.12
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 1,35298345

VARIABLE X2X3X4
COEFFICIENT = -7,41875
CONTRIBUTIIN = 928.725624
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 378.205388
TEST DE t CARRE :
t carre = 2.43541183
F de Fischer (1,8,930) = 5.32
DEUXIEME TEST :

Analyse de variance : F = 1,20131908

VARIABLE XIX2X3X4
COEFFICIENT = -7.61875
CONTRIBUTION =  928.725626
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RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 378,285388
TEST DE t CARRE :

t carre = 2.45561183

F de Fischer {1,7,954) = 5.59
DEUXIEME TEST :

Analyse de variance : F = 1,28131988

VARIABLE X4
COEFFICIENT = -4.93541587
CONTRIBUTION = 749.488871
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 221,447514
TEST DE t CARRE :
t carre = 3.47218082
F de Fischer (1,4,9%) = 5.99
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = ,995480574

VARIABLE X1x4
COEFFICIENT = -4,93541447
CONTRIBUTION = 749.480871
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 221,447514
TEST DE t CARRE :
t carre = 3.47218082
F de Fischer (1,5,9%) = 4.61
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = ,995488574

VARIABLE X3
COEFFICIENT = -5.35425081
CONTRIBUTION = 459.838624
RESIDUELLE DU MODELE & CE STADE = 43.3921844
TEST DE t CARRE :
t carre = 7,24113225
F de Fischer (1,4,95) = 7,71
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = ,593757834

VARIABLE X1X3
COEFFICIENT = -5.35625681
CONTRIBUTION = 459.838626
RESIDUELLE DU MDDELE A CE STADE = 43.3921844
TEST DE t CARRE :
t carre = 7.24113225
F de Fischer (1,3,99) = 10.13
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = ,593757834

VARIABLE X3X4
COEFFICIENT = -2,18125
CONTRIBUTION = 74.1254249
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 37.92584%4
TEST DE t CARRE :
t carre = 2.808728394
F de Fischer (1,2,95) = 18.51
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = .8984487889



t carre = 1,69481918

F de Fischer (1,4,99) = 5.99
DEUXIEME TEST

Analyse de variance : F = 5.24824483

VARIABLE X4
COEFFICIENT = -11,4620833
CENTRIBUTIGN =  2153,7334
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 944.178423
TEST DE t CARRE
t carre = 2,28188495
F de Fischer (1,5,79%) = 4.41
DEUXIEME TEST
Analyse de variance : F = 4,94474559

VARIABLE X1X4

COEFFICIENT = -11.4828833

CONTRIBUTION = 21953.7334

RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 944,178422

TEST DE t CARRE :
t carre = 2.28
F de Fischer (1,4,

DEUXIEME TEST
Analyse de variance : F = 4.94474539

108493
o =

VARIABLE X3
COEFFICIENT = 8.48125
CONTRIBUTION = 1285.82542
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 482.513423
TEST DE t CARRE :
t carre = 1.74473783
F de Fischer (1,3,954) = 18.13
DEUXIEME TEST ¢
Analyse de variance : F = 2.76344893

VARIABLE X1X3
COEFFICIENT = 8.48125
CONTRIBUTION = 1283.82342
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 482.513623
TEST DE t CARRE :
t carre = 1.74473703
F de Fischer (1,2,930) = 18.5!
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 2,74344893

VARTABLE X1XZX3X4
COEFFICIENT = 4.53123
CONTRIBUTION = 6B2.519623
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = @
TEST DE t CARRE :

B degres de liberte, test non faisable
DEUXIEME TEST

Analyse de variance : F = 1.58698415
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VARIABLE XZX3X4
COEFFICIENT = 6.931235
CONTRIBUTION = 482,515623
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 8
TEST DE t CARRE :

B degres de liberte, test non faisable
DEUXIEME TEST :

Analyse de variance : F = 1,34698414
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Plan (0,21), (0,16) et (0,3):

Evolution des teneurs en PTS (mg/kg PF) dans les branchies en fonction du
temps d'exposition (X,), des teneurs en Zinc dans le m111eu(x ) et de 1la
présence ou de l'ahsence de la nourriture (X ).

o UUXZXEM Plan (0,21) : Plan expérimental 3 3 variables:

, ot 2 X .. .

; R ﬁv l:temps avec 2 modaliés; 0 et 2ljour

e 2% o .

7 - - 28 2: teneurs en Zinc avec 2 modalités;
§ -1 2% @ et Zppm.

: f‘lf ﬁa X,: présence ou absence de la nour-

: - 232 riture; 2 modalités.

oot 11

2 D B 304
PLAN EETITTUE SANS REFETITIONS
VARIABLE &

COEFRICIENT = 292.7%
COTRIGUTION = 485420.5
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 2999.72837
TEST DE t CARRE :
tcarre = 220.545608
F de Fischer (1,7,950 = 5.59

38,705
19234.2
TESIOUTLLT DU MODELT A CF STADE = 1499.13487
TEST RE * CARRE
Yrarre = 4,33878325
F de Fischer (1,4,95) = 35.99
VARIABLE X
P"EF'}.ZE = -23,75
LONTRIBUTION =  4512.5

BESIDUZLLE DU MODELE A CE STADE = 292.3

TEST 2E ¢ TARRE

Parre = 154273504
T e Tisther 11,5,730 = 4

TIARYSRTC teun
YRR laa e

aApmE=TA

T2 292, 7T

| aTRIDATION = 45105
| SESTOUELLT U MADELE 4 0% STADE = 292.5
TEST OE t CARRE ¢

F“‘Frﬂw““ﬂﬁﬁﬁﬁ‘
. a - R L
£ iz Zis 9T =

lllRY'lgi [ 4 \D‘Y\/n
o CCERRICIENT = 473
CONTRIBUTION = 344.3
E UELLE DU MODELE A CF STADE = 222.5
TEST IE ° ZARRE :

t carre = 1,65336123
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40

o

X1X

(1IAQT D T Yiyn
YAtaSLee AL

[ala)tod = Ml - B
COEFFICIENT 25

wiael - e

CONTRIBUTION = 228.9

UARTABLE 42

n TIMYEN - B £
MOEFSICIENT = 5.1
frATDY TION = an £
uu‘\'!ﬁxau’l}ul - 2-”-0
[ " - n LS g I o A ATARS
GESISUCLLE TUMODELE A T STANE = 2
.

TEST DE t CARRE :
3 degres de liberte, test non faisable
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oouxex o Plan (0,16)
[] -t L e

2 -t -1

° S

3 -
1ot
3 [ L B "2
b i a i wike
st 1w
7ot
3 r1 1

lantam = o
ke TAY o P
rAREETRATERT o noe
COEFFICIENT = 237,878
’ € tne
: 5748358.08

RESIDUELLE DU HU'E‘E CE STADE = 1328.4%843

L eq
g, 2"
VARIAZLE
SCEFFICIDNT = -23.42
COMRISUTION = 5493.:28
RESIDUELLE DU MODELE A Iz STAOE = 1193.72%
T 5T CE b TARRE
{iarre =

F de Tischer

||AR1 1 : wcvn

AppErEYTAYTEEE L A ae

luEI‘"a'uu - .’.B-fmu
tTRITIPAl = 04 tne

COMTRIZITIMN = 3483.128

pYRomr e Ay M 1P A AP ATARE o

RESIT.zLL: oY MODELE A LrE ~JIHIJE = 4198-?25

TIET 0T 1 nanoe

23 . el

. o= 1 E oAEM - 12
da T U A N

IARTARE P vy

-JHRJ-‘U-... ..r\e

ﬁn-—:vnvﬂ_ - oyA noT

[N Sl AW = =l e

LTV J B =110 2 XTI ‘ng

TANTRIEUTION = 453,08

Ty e AN unr\l--- 3 me amape o 3ng A
Chwe div - WRea 7 wa Jiowl --7\5-“...‘

||4 Tamr e srayey
RaHU.- .-'z.l::'l'.‘-’\e

'"EF:ZCIENT
COTRIZT IR =
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V‘ARIHBL: X.{

ArarerTAy

COSFRICIBNT = 11.87%
CONTRIBUTION = 11Z23.125
RESIDUELLE DU MEDELE A CE 5TAD
TEST DE ¢ CARRZ

tcarre = 1,44488234

F de Fischer {1,2,970) = 18.31

fﬂ

728,125

VARIABLE X1X
CEFFICE -9.373
CONTRIBUTION = 788,129
RESIDUELLE QU MODELE A CE STACE = @
TEST DE  CARRE
8 degres de liberte, test non faisable

0o

8 degres de liberte, test non faisable



S 234
2 -1-1 ! 236
3 -1 1+ 236
SIS 234
3 R 272
] HIE I 22
7 R 287
8 111 173

PLAN EFFECTUE SAM

; -
bt
0
rm
13
L ¢

s
o
o
=
=
oy

||AR'AH| |3

CGEFrICIENT = 2515
CONTRIBUTION = 504818
RESICUELLE DU MODELE A CE STADE = 1378.85712
TEST DE 4 CARRE ¢
t carre = 47,1234

-

Foda Fischer {1,7,920 = 5.39

€
I>

D ]
Der L%}

Am

YARIASLE X1X3

COEFFICIENT = -21.73

CONTRISUT CN = "784.5

RESIC” 4835.4

TEST D

= rr\ {q [OF]
P

L
s2

O [
m
|_
(]
I
(=]
m
>
(=]
m

t carre = 9,33522347
F de Fischer {1,3,790 = 4.8

'V!ARIHGLI. a2

RIS = -
L\.' PN...'” - ?
AFAITRYRIFPIPY . BAn
et sp.,a PR L BB F N
e ACI T A ST ATARDC o 224 227473
See #EL [a T ;HHI.:E S SoMaedudoo™
YCOAT RC 3 RA
TEST CE ¢ RRE H
PO, 4 EN4AAEIN
v carre = §,53143378
~ Nleaka 4 4 OBV o e B £
roge Siglast ‘-3,‘1,.-'-..'-¢ = i
1 v ame w:
JARTAALE X
ﬁn:,--~nv—|.—v -
AeTT sl = T
ARAPTRTDITYIFAL o €4
1= adiawt = 4id
FRTARNIF 12 AL GYEARMY T ST ATARR o L) Ll Do lals¥ ]
Qu.....-... s st ake & cm WifvE = 3&4-&23‘.13'1

Plan €0,3).
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TEST CE ¢ CARRE :

- - en [
t arre = 1,53149573
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P R n - ”
Fde Fischer 10,3,730 = 18,12
VARTABLE X243
T -
CCEFF uxa!n - '?.25
TYPAf = LI I
st = 4Lg-é
PP A AP BTARE o an
LE U MODELE A COF STADE = 142
1 Aamne
v LARSE

TIARYaAmY oy
A HGLl i

mREEmTATRGT _.1 =
P M PR R F R vd
ARAITRTET - 1 ¢n
PIEL P u - s
nErTA ] LI | AP ATARE .
ALSdw ELuL vy ISDELh i DE iAok = 3
TEST
I feios
2 test non faisable
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Plan (0,21), (0,16) et (0,3):

Evolution duspoids frais des échantillons de branchies (mg) en fonctions=
du temps (X,), des teneurs en Zinc dans le milieu (X ) et de la présence
ou de l!absence de la nourriture (X ).

Plan expérimental 3 3variables:

No X1X2X3 Vi Plan (0,21):
I -1-1-1 549 X
2 -1-1 1 59 X
3 -1 1-1 549
4 -1 11 549
§ 1-1-1 282 X
6 1-11 438
7 1 1-1 e
8 111 575

PLAN EFFECTUE SANS REPETITIONS

VARIABLE 1
COEFFICIENT = 3518.125
CONTRIBUTION = 2881828.13
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 13294.4%64
TEST DE t CARRE :
t carre = 134.366718
F de Fischer (1,7,954) = 3.59

VARIABLE X3
COEFFICIENT = £7.825
CONTRIBUTION = 34389.125
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 3781.325
TEST DE t CARRE :
t carre = 9.18918325
F de Fischer (1,4,9%) = 5.99

VARIABLE X1X3
COEFFICIENT = 47.625
CONTRIBUTION = 36585.125
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 3981.325
TEST DE t CARRE :
t carre = 9.18918325
F de Fischer (1,5,99) = 6.681

VARIABLE X1
COEFFICIENT = -38.875

: temps/j avec 2modalités:0 et 21

teneurs en Zinc dans le milgéu
avec 2 modalités; 0 et 2ppm.

présence ou absence de la nour=
riture; 2modalités.

CONTRIBUTION = 12890.125
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 1934.125
TEST DE t CARRE :

t carre = 4.18497627

F de Fischer (1,4,990) = 7.71
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VARIABLE X3
COEFFICIENT = 3.129
CONTRIBUTION = 78.125
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 21.125
TEST DE t CARRE :
t carre = 3.49822485
F de Fischer {1,3,990) = 18.13

VARIABLE XIX3
COEFFICIENT = 3.125
CONTRIBUTION = 78,125
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 21.125
TEST DE ¢ CARRE :
t carre = 3,498224835
F de Fischer {1,2,55) = 18.51

VARIABLE X1X2¢3
COEFFICIENT = -1.425
CONTRIBUTION = 21,125
RESIDUELLE DU MODELE A CE STRDE = @
TEST DE t CARRE :
B degres de liberte, test non faisable

VARIABLE X2X3
COEFFICIENT = -1.625
CONTRIBUTION = 21.125
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = @
TEST DE t CARRE :
8 degres de liberte, test non faisable
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No X1 X2X3 Y1 Plan (0,16)
o -t-1 4 349
2 -1-1 1 349
I -1 14 349
4§ -1 11 549
b] 1 -1-1 483
4 1-11 622
7 1 1+ 335
8 t 11 341

PLAN EFFECTUE SANS REPETITIONS

VARTABLE 1
COEFFICIENT = 562,129
CONTRIBUTION = 2527874.13
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 1818.125
TEST DE t CARRE :
t carre = 2482.87403
F de Fischer (1,7,930) = 35.59

VARIABLE X2
COEFFICIENT = -18.623
CONTRIBUTION = 2775.123
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 315.323
TEST DE t CARRE :
t carre = 8.8008404
F de Fischer {1,4,9%) = 5.99

VARIABLE X1X2
COEFFICIENT = -18.425
CONTRIBUTION = 2775.125
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 315.325
TEST DE t CARRE :
t carre = 8.8808484
F de Fischer (1,5,99) = 4.481

VARIABLE X1
COEFFICIENT = 13.120
CONTRIBUTION = 1378.125

RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 49.425
TEST DE t CARRE :

t carre = 27.7707809

F de Fischer (1,4,930) = 7.2



VARIABLE X2
COEFFICIENT = -3.875
CONTRIBUTION = 128,125
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 46.125
TEST DE t CARRE :
t carre = 1,B1443516
F de Fischer (1,3,954) = 18.13

VARIABLE X1X2
COEFFICIENT = -3.875
CONTRIBUTION = 120.125
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 44.125
TEST DE t CARRE :
t carre = 1.81463514
F de Fischer (1,2,95)) = 18,51

VARIABLE X1X2X3
COEFFICIENT = 2.875
CONTRIBUTION = 44,125
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 8
TEST DE t CARRE :
8 degres de liberte, test non faisable

VARIABLE X2¢3
COEFFICIENT = 2.875
CONTRIBUTION = 44.123
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE =
TEST DE t CARRE :
8 degres de liberte, test non faisable
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No X1 X2 X3 11

Plan (0,3).

it -1 349
2 -1-11 549
I 114 349
4 -1 11 349
3 I 452
] -1 1 564
7 1 1+ 425
8 11 368

PLAN EFFECTUE SANS REPETITIONS

VARIABLE 1
COEFFICIENT = 3524.425
CONTRIBUTION = 2281851.13
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 2911.125
TEST DE t CARRE :
t carre = 796.337445
F de Fischer (1,7,954) = 3.59

VARIABLE X3
COEFFICIENT = 38.875
CONTRIBUTION = 7626.125
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 1025.125
TEST DE t CARRE :
t carre = 7,43921473
F de Fischer (1,4,934) = 5.99

VARIABLE X1X3
- COEFFICIENT = 30.875
| CONTRIBUTION = 74824.125
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 1825.125
~ TEST DE t CARRE :
| tarre = 7.43921473
F de Fischer (1,5,954) = 4.4l

‘ UARIABLE X1
| COEFFICIENT = -24.37%

- CONTRIBUTION = 4753.125
| RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 93.125
| TEST DE t CARRE :
t carre = 31.0482483
| F de Fischer {1,4,950) = 7.7
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VARIABLE X1X3x%4
COEFFICIENT = -2,18125
CONTRIBUTION = 74.1256249
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 37.9250494
TEST DE t CARRE :
t carre = 2.8072463%6
F de Fischer (1,1,930) = 141.4
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 8984487889

VARIABLE X1X2
COEFFICIENT = -1,53958333
CONTRIBUTION = 37.9258494
RESIDUELLE DU MODELE & CE STADE = 8
TEST DE t CARRE :

8 degres de liberte, test non faisable
DEUXIEME TEST :

Analyse de variance : F = ,8498542193
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[ i NMSURRIS P NOURRIS |
i | Tewoin i i Intoxique || Temoin il Intoxique |
b + -1+ ++ b+ 4
tTEMPS/ PT  IPT-MT || PT  |PT-WT [ PT IPT-MT |l PFT IPT-MT |
ticurs | | i1 i 11 | I | I
be- + } -+ 1 ++ t 1+ 5 i
i 0354:’:4.515208.5‘l5464.5}5208.5]l 5464.51 952038.511 S4¢e 5| S5208.9|
| i i bl I i
} 3!6489.‘”6255.4%§6428.6Il6255.6illOBSS.OIlOS?g.Gll SZZ7. I 7738.61
i i ii | i1 i i
} 16;6745.3;6658.3} 16762 1i&857Z2. 41} 7462.7I Z180.71110%70.7110660.7
| i | il | i
EL Zi11830CC.?1604Z2.F1i7073.7 10 739.71!13' .0113" «0Oii /'980.7| 7606.7 1
v » 8 * [ ] F L -
Tableau 51: Teneurs en protéines totales (PT) et des protéines non soufrée
(PT- MT) (mg/kg) chiez les Dreissé&nes t&moins et contaminées
avec 2ppm de Zinc.
[ oo T 28] 503177 3.aT 11731 15757
L R S e ST T e ; ST 5573775573
l2ong.Fi C.0T7}{0.150;0.218i5.253]0.367 | - ¥ + + '
775 i % 819273 310.36710.41610.47910.342{0.610]0.652]
2 1 : : ] I i | |
d

Tableau 52: volution de la densité optique (DO) en Fonc
concentration en proté&ines bovines (ug).

tion de Ta
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ID Gl 73.21 Z24.41 63.Z20 17.11 62.2| 15.8]
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i7 él 35%9.21 20.F1 &6.0§f 31.0f 4&F.481 19.51
G 101 72.351 14.2] 74.9F 8.8 6&6.71 11.61
H. i47 74.74 F.O1 FF.81 1F.71 Z74.31 13.0i

131 22.31 48.9F 7é6.71 3S.681 5%9.51 3.51

oo - —— e -e
)
N

= 76.351 i7.1| 80.90| 10.91 &4.1}| z0.4l
26 67.61 158.4| 735.31 1353.8f 6&38.21 12.3]
23§ STS.1i1 7.Zi 3S0.2| 24.27 45.7]1 S.Z2i

ke L ]
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VSRt mg/ Ll 1.00 i 1.50 | 2.00 i
i i 1 i |
i Tewps/s | m (mg) s i m s i m s i
F + 1 + + + + .
{D ol 434.Cf .21 S58.3i 6.7 Fé6.86] 12.2}
|E Zi 9G.0i 7.5 O5.é6| 1la.3| 6el.al 18.51
T Si 47.8] 18.3i 3JSi.li 18.497F 65.0f( 7.49i
10 1ct F2.851 14.57 SZ.11 11.81 66.G) 11.21
{3, 14y 6z.2, 17.2] &1.3i Z3.61 35.8l iS.7 i
i 13 &d.&8i i7.%1 &&.49) 22.8i a6v.é6i 3J.il
{ 22, 62.2f i2.9i 60.6f 7.6f 6F.ii i4.ii
| Z3i CS2.8l S&.2i 982§ 18.81 SwU.35i 3.5
i 281 495.81 S.2Zi 4i.zi S.7i SS.01 B.40

Tableau 54: Poids sec des &chantillons de moules
pendant la décontamination.(T. 53-54).

Zn: Teneurs en Zinc dans le milieu de
contamination?

Essai du 05/1986
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on:mg/lf Temeiin { 0.25 ) H 0.50 " 1
| } | i i i
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v v ’ . 3 L L 1 L . :
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Tahleau 55:
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IT $i1554.3i418.5i22.5(2i41.7]i21.5| 5.6{2248.7]168.5] 7.4|
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i%. i51i559.1i506.3122.9i15%5.11252.1115.112786.11309.1i11.0;
i 18i1333.4i203.Ci1%.8i2172.0i53.i.5i26.512974.11485.4ii5.5]
i 22ii754.0177C.6145.012536.21676.0{35.411862.51130.7i 7.0i
i 25]1274.0i311.4i35.5i1715.8i493.4123.53123537.35i378.6{13.5]
i S2{1427.01192.0i10.012065.2i570.1127.0i1748.71457.4{24. 2]

Tableau 56:

Tabhleau 55-56: Evolution des teneurs en Zinc dans les moules
rendant la décontamination.

Essai du 05/1986.
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Tableau 58
Poids sec des &chantillons de moules pendant la décontamination.

Tableau 59

Tableau 57
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Tableau 61/f

Poids sec des échantillons de moules transplanté@es dans un milieu contenant de

Tableau 60
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Evolution des .teneurs en Zinc dans les moules en décontamination en
fonction du temps de décontamination (X,), de teneurs en Zinc ayant

servies 3 leur
nourriture (XQ).

Plan expérimental &

IN-N-DX

No X1 X2 X3 Y1 Y2 Ymoyen

I -1 -1+ 174.5 182.7 178.6 )(1 :
2 -1- 1 148 291.4 229.8

3 -1 8- 1280 1308 1298

4§ -1 81 271 1685 988 X .
3 -1 1+ 1583 1436 1326.5 2°
6 -1 11 1348.8  1458.2  1399.5

7 8-1- 328.5 235.6 282.85

8 §-1 1 198 197.1 193.55

9 g 8-l 638.5 458.3 448 .4 X3 :
¢ 8 91 971.3 699.7 835.5

i 8 1- 1130 1156 1158

12 8 11 1458 1498 1498

13 1-1- 138.2 174.8 136.3

4 1-11 188.8 131.2 128

13 1 8- 638.3 438.3 448.4

16 1 81 §26.8 §99.7 663.25

17 1 1+ 1664.8  1548.2  1486.5

18 114 1182.9  742.7 922.8

VARIANCE INTRA-GROUPE DES ESSAIS : 7944,94415

VARIABLE 1
COEFFICIENT = 797.943889
CONTRIBUTION = 11461434.4
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 282158.454
TEST DE t CARRE :
t carre = 48.6214834
F de Fischer (1,17,950) = 4.45
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 2885,20444

VARIABLE X2
COEFFICIENT = 382.844467
CONTRIBUTION = 48635619.25
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 45483.8488
TEST DE t CARRE :
t carre = 88.9944354
F de Fischer ¢1,14,95%) = 4.49
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 1023,44533

VARIABLE X1
COEFFICIENT = -129.4125
CONTRIBUTION = 208971.142

~conrtamination et de la présence ou de l'absence de 1la

-

3variable

temps de décontamination
avec 3 modalités: 0, 6et
12jours.

teneurs en Zinc dans le
milieu de décontamination
avec 3modalités; 0, 1 et
2ppm.

présence ou absence<de la
nourriture; 2modalités.
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RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 35331.3839
TEST DE t CARRE :

t carre = 95.48B17435

F de Fischer (1,15,930) = 4.54
DEUXIEME TEST :

Analyse de variance : F = 50.3988115

VARIABLE (X1E2-.884486687)X2X3
COEFFICIENT = -214.35
CONTRIBUTION = 125058.467
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 28922.8823
TEST DE t CARRE :
t carre = 4,32358839
F de Fischer (1,14,930) = 4.4
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 31.4791541

VARIABLE (X1E2-.,848446467)X3
COEFFICIENT = -148,193833
CONTRIBUTION = 113159.353
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 22443.1538
TEST DE t CARRE :
t carre = 35.84284331
F de Fischer (1,13,95) = 4.47
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 28,4857987

VARIABLE X1(X2E2-.864648447)
COEFFICIENT = 171.2425
CONTRIBUTION = 78215.5837
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 17795.4513
TEST DE t CARRE :
t carre = 4,39525712
F de Fischer (1,12,990) = 4.75
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 19.4893435

VARIABLE X1(X2E2-.864464467)X3
COEFFICIENT = -159.5125
CONTRIBUTION = 44491.8337
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 13550.3983
TEST DE t CARRE :
t carre = 4.75934598
F de Fischer (1,11,95) = 4.84
DEUXIENE TEST :
Analyse de variance : F = 14,2344389

VARIABLE X3
COEFFICIENT = -37.4972223
CONTRIBUTION = 25579.4562
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 12347.4931
TEST DE t CARRE :
t carre = 2,87143185
F de Fischer (1,10,9%) = 4.94
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 4,43915901
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VARIABLE (X1E2-,448648667) (X2E2-.446648667)
COEFFICIENT = -142.5879
CONTRIBUTION = 23497.5049
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 11188.4827
TEST DE t CARRE :

t carre = 2,11525315

F de Fischer (1,9,930) = 35.12
DEUXIEME TEST :

Analyse de variance : F = 5,91504784

VARIABLE XIXZ(3
COEFFICIENT = -32.375
CONTRIBUTION = 21943.125
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 9754.03742
TEST DE t CARRE :
t carre = 2,2498504
F de Fischer (1,8,99/) = 5.32
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 3,52428488

VARIABLE (X2E2-.664864667)
COEFFICIENT = -47.4414448
CONTRIBUTION = 18193.5137
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 8548.39795
TEST DE t CARRE :
t carre = 2,12829512
F de Fischer (1,7,95) = 5.59
DEUXTEME TEST :
Analyse de variance : F = 4,5798845

VARIABLE X2X3
COEFFICIENT = -37,2414444
CONTRIBUTION = 14443.3089
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 7199.24747
TEST DE t CARRE :
t carre = 2,31181118
F de Fischer (1,4,930) = 35.99
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 4,]18964675

VARIABLE X1X2
COEFFICIENT = -39.3%
CONTRIBUTION = 12387.38
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 4161.462894
TEST DE t CARRE :
t carre = 2,01048929
F de Fischer (1,5,99) = 4.61
DEUXIEME TEST :
finalyse de variance : F = 3,11829449

VARIABLE (X1E2-.6664646867)X2
COEFFICIENT = 41,45
CONTRIBUTION = 18049.4847
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 35184.42454
TEST DE t CARRE :
t carre = 1,94228557
F de Fischer (1,4,95) = 7.71
DEUXIEME TEST :
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Analyse de variance : F = 2,53483%41

VARIABLE (X1E2-.664868467)
COEFFICIENT = 49.8768333
CONTRIBUTION = 9431.78673
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 3782,23713
TEST DE t CARRE :
t carre = 2.48141258
F de Fischer (1,3,950) = 18.13
DEUXIEME TEST
Analyse de variance : F = 2.42442425

VARIABLE X1X3
COEFFICIENT = -22.4423
CONTRIBUTION = 4854.74484
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 2525.97229
TEST DE t CARRE :
t carre = 2.39780447
F de Fischer (1,2,9%) = 18.51
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 1,32417488

VARIABLE (X2E2-.446666667)X3
COEFFICIENT = -35.5333333
CONTRIBUTION = 5858.4711
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = 1.47347197
TEST DE t CARRE :
t carre = 3427.59984
F de Fischer (1,1,95/4) = 161.4
DEUXIEME TEST :
Analyse de variance : F = 1,27134378

VARIABLE (X1E2-.8446486487)(X2E2-,446606447)X3
COEFFICIENT = -1,28749989
CONTRIBUTION = 1.47347197
RESIDUELLE DU MODELE A CE STADE = @
TEST DE t CARRE :

8 degres de liberte, test non faisable
DEUXTEME TEST :

Analyse de variance : F = 3.78919434E-84



MAAROUF A. 1938. Experimental study of Zinc bicaccumulation and release by Dreissena
polymorpha ( freshwater biva:we). Kinetic and secanisa of contamination and
decontamination. Doct. Umiv. Metz, 300p.

Key words: Ecotoxicology, Zinc, Dreissema polymorpha, Bioindicator, Contamination, Decon-
tamination, Metallothiomein-like proteins.

Abstract

In Dreissena polymorpha, the LC50,., 0f Zinc (oligo-element) is 10,9ppm. This metal
is bicaccumulated but showed little toxicity.

Contamination and decontamination dynamism varies with seasoms. Zinc exposure is
followed by adsorption to the ,.'=.nen.'ana by adsorption and absorption in the soft part of
the mussel. Analysis of the kinetic of absorption showed an exponential and diphasic
process in spring, linear in winter, and very limited and triphasic in automn (saturating
kinetic). .

Comparison of the concentration factors of differeat compartments, allows to
establish the following organotropisa:

Byssus>> Mantle> Gillsr Soft part> “Rest of soft part“.

Rate of decontamination was found very feeble in spring. In contrast, it is much
more important in automn and winter. The biological Ralf life as determined in automn is
29,5 days.

The effects of biotics factors ( seasons and food ) and abiotics factors ( EDTA,
tempe rature and Lead ) on Zinc uptake and depuration show a big ecotoxicological coaple-
Kity due to several interactions between these factors, Zinc concentrations in the sedium
and exposure time. _ ,

External factors produce some modification on the physico-chemistry, kinetic and
ecotoxicological aspects of metallic coatamination and/or decontamination.

Analysis by differencial impulsion polarography made evidence of the presence of
wetallothionein-1ike proteins ( PTS: sulfurated thermoresistemt proteins ) in hoth
control and Zinc exposed animals. PTS concemtratioms are about 300mg/kg weight. Exposure
to Zinc doesa‘t Lead to any quantitative modification of PIS content in Dreissena.

Dreissena may be used as bioindicator of setallic coatamination of the
freshwaters, with the best accuracy in spring.
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