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Résumé

Le chrome (VI) est le forme du chrome toxique pour les invertébrés marins. En
effet, il est absorbé préférentiellement a toute autre forme du chrome. Comme
beaucoup de métaux lourds, il est soumis chez les invertébrés marins a une
transformation qui leur permet de survivre a des concentrations métalliques internes
toxiques. Il existe différentes voies de détoxification des métaux lourds chez les
invertébrés marins. La détoxification du chrome (VI) chez le crabe Carcinus maenas
et chez la crevette Palaemon elegans correspond a sa réduction en un composé moins
toxique, le chrome (III). L'utilisation de 1'imagerie de résonance magnétique
nucléaire, de 1'absorption atomique, et de 1'ESR permet de dire que ce mécanisme se
déroule dans 1'hépatopancréas ou le chrome (VI) est transporté aprés son absorption
au niveau des surfaces externes perméables des organismes marins. La réduction du
chrome (VI) implique deux types de molécules réductrices cytoplasmiques :
1'ascorbate, et les molécules possédant un groupe thiol. L'hépatopancréas constitue
également 1'organe de stockage du produit de la réduction du chrome (VI).
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1. INTRODUCTION GENERALE

Le phénomene de détoxification par les invertébrés marins de certains

- métaux lourds rejetés dans les mers, tels le plomb, le cuivre, le zinc, le fer, le
cadmium a été étudié en profondeur. Ce n'est pas le cas pour le chrome. Parmi toutes
les espéces de chrome, c'est le chrome (VI) qui est toxique pour les invertébrés
marins. Sa détoxification correspondrait a sa réduction en un composé moins toxique.
Cette réaction a été étudiée dans des cultures cellulaires ou dans des solutions
enzymatiques mais jamais sur les invertébrés marins. Les organes impliqués dans ce
phénoméne, méme si I'on pense que ce sont les mémes que ceux impliqués dans la
détoxification des autres métaux n'ont jamais été clairement identifiés. De méme,
quoiqu'il ait été prouvé que la réduction du chrome (VI) a bien lieu dans des solutions
enzymatiques, il n'a jamais été prouvé qu'elle se produisait chez les invertébrés
marins. Une polémique existe quant au produit final de la réduction. /n vitro, le
composé final est le chrome (III), mais il est possible que le produit final soit stocké
sous d'autres formes dans les organismes marins. Il nous a donc paru intéressant de
tenter d'éclaircir tous ces points. Le sujet nous a paru intéressant car il méle une
approche physiologique sur la mise en place par les invertébrés marins de
mécanismes de défense face aux agressions des polluants, et une approche chimique.
De plus, cette étude allait nous permettre d'utiliser des techniques nouvelles et
sophistiquées tel 1'imagerie de résonnance magnétique radionucléaire (RMN) et des
techniques plus courantes mais jusque la jamais appliquées a 1'étude de la
contamination par les métaux lourds, telle I'ESR (electron spin résonance).

Le premier but de cette étude sera donc d'identifier par RMN le ou les
organes impliqués dans la réduction du chrome (VI) et le ou les organes de stockage
du produit final chez deux espéces d'invertébrés marins : Palaemon elegans et
Carcinus maenas.

Le second but sera de suivre la réduction du chromate dans des extraits de
l'organe identifié, comparé a la réduction dans des extraits d'autres tissus non
spécialisés dans 1€ détoxification. Nous avons choisi le muscle.

Enfin, le dernier but sera d'identifier par ESR le produit final de la réduction
dans des extraits de 1'organe concerné par la détoxification.

Une premiére partie du mémoire comportera une synthése bibliographique
ou l'on tentera de regrouper toutes les informations et les découvertes en rapport avec
notre sujet. Une seconde présentera la liste des matériels et des méthodes utilisés
pour finaliser 1'étude. Les résultats obtenus seront discutés dans une troisi¢me partie.
La quatrieme et derni¢re partie comportera la discussion générale.
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2. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

2.1. PRESENTATION GENERALE DU CHROME

2.1.1. CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES DU CHROME

Le chrome fait partie des métaux lourds de transition. Les métaux lourds se
différentient des autres métaux par une densité supérieure a 5g/cm3 et les métaux de
transition sont caractérisés par un nombre possible d'états d'oxydation élevé. Ainsi, le
chrome existe a tous les niveaux d'oxydation entre -2 et +6, les plus fréquents étant
les états 0 (le métal), +3, et +6 (Mertz, 1975).

Le chrome (III) est un acide de Lewis donc un accepteur d'électrons,
susceptible de se lier a des bases de Lewis. Il réagit préférentiellement avec des
substances azotées, ainsi qu'avec OH-, F-, CI-, SO42', CO32', et 02- (Luckey et
al., 1971). Dans les systemes biologiques, le chrome (III) forme des complexes de
coordination tres stables. Le chrome (III) est d'ailleurs la forme du chrome la plus
stable. Il peut également se rencontrer lié a I'eau [ Cr (HyO)g ]3 et dans les sels
[Cr(H20)g ]IC1 3. A pH neutre, ces especes forment des ponts entre groupes
hydroxyles et précipitent. Cependant, dans les tissus, la présence de ligands
organiques ou inorganiques empéchent cette réaction. Ces ligands (pyrophosphate,
méthionine, sérine, glycine, leucine, lysine...) maintiennent le chrome (III) soluble en
se liant a lui (Borel et al, 1984).

Le chrome (VI), quant a lui, existe lié a I'oxygéne sous forme de chromate
Cr042-, ou de bichromate Cro072- selon le pH du milieu :

HyCry07 <> Crp072- + HyO < 2 CrO42- (Phipps, 1976)

Les anions bichromates en solution acide montrent un fort pouvoir oxydant, et
réagissent avec le matériel organique et inorganique présent pour former des
complexes. Par contre, en solution alcaline, ils possédent un faible pouvoir oxydant
(Phipps, 1976).

Les espéces a 1'état d'oxydation 0,+4, et +5, méme si elles sont peu
fréquentes, existent dans les systémes biologiques, sous forme de complexes tres
stables susceptibles de se lier aux acides nucléiques (Borel et al, 1984).

Enfin, le chrome (II) n'est pas présent dans les systémes biologiques car il
réagit au contact de l'air, et est oxydé en chrome (III) (Luckey et al, 1971).




Tableau 1 : tableau périodique spécifiant les éléments essentiels (Underwood
et Mertz, 1975).

[0 Eléments a 1'état de trace

Eléments essentiels

Eléments liés a un probléme de déficience
Eléments liés a un probléme d'excés

M Eléments entrainant des problémes chez I'homme




2.1.2. LE CHROME : ELEMENT ESSENTIEL

Le role des métaux dans de fonctionnement physiologique de I'homme et
des animaux est connu depuis longtemps : le fer de 'hémoglobine, le cuivre de
I'hémocyanine, le zinc comme co-enzyme... Cependant, ce n'est qu'en 1959 que le
chrome, élément découvert en 1798, est reconnu comme essentiel pour 1'étre humain
et pour les vertébrés supérieurs. Bien que les preuves manquent, beaucoup d'auteurs
le considérent essentiel pour les vertébrés inférieurs et pour les invertébrés
(Underwood et Mertz, 1971). Le tableau 1 représente le tableau périodique des
éléments en précisant lesquels sont considérés comme essentiels. ,

Un élément est dit essentiel lorsqu'il répond a certains critéres : il doit étre
présent dans tous les tissus des €tres vivants en bonne santé; une carence en cet
élément provoque des problemes physiologiques similaires quelle que soit I'espéce,
ces problémes disparaissant lorsque I'élément est réintroduit dans 1'organisme
(Lotzias cité par Underwood et Mertz, 1971).

En 1984, Borel et Anderson résumerent les expériences ayant permis
d'établir le caractére essentiel du chrome : des animaux dont le régime alimentaire est
déficient en chrome montrent une intolérance au glucose, une hyperglycémie, une
mauvaise croissance, un taux de cholestérol élevé, et des problémes cardio-
vasculaires; chez les hommes, la carence en chrome provoque des symptomes
similaires a ceux du diabete, et qui disparaissent lorsque du chrome (II) leur est
fourni. Le chrome aurait la capacité de potentialiser 1'action de 1'insuline sur le
métabolisme glucidique, protéique, et lipidique. Il a été montré que le chrome (III)
fait parti de la structure du GTF, facteur de tolérance au glucose. D'autres
expériences sur des tissus graisseux de rats au régime alimentaire carencé en chrome
montrérent une augmentation de 1'oxydation du glucose en CO> dans les cellules, et
de l'incorporation du glucose dans les cellules, ainsi que la formation de glycogéne a
partir de glucose, et la formation d'acides aminés. Selon Phipps (1976), le chrome
agirait sur I'insuline soit par I'intermédiaire du GTF dont il fait partie, soit en
stabilisant 1'insuline par complexation, ou indirectement en inhibant I'insulinase.

Le chrome pourrait intervenir comme activateur d'enzymes et les complexes
de chrome (III) pourraient avoir un role de stabilisation des protéines et des acides

nucléiques (Phipps, 1980).




Figure 1 : courbe dose-réponse d'un élément essentiel représentant son action

biologique en fonction de son absorption par un organisme (Underwood et Mertz,

1975).

Marginal A Range of Marginal
g Deficiency /o Safe and Toxicity
£ ‘/ Adequate
; Severe : A Exposure Severe
g Deficiency (Intake) Toxicity




2.1.3. LE CHROME : ELEMENT TOXIQUE

2.1.3.1. INTRODUCTION

Bien qu'essentiel, le chrome, comme chaque élément lorsqu'il se trouve a de
trop fortes concentrations dans l'organisme, devient toxique (figure 1). Dans un
environnement naturel non pollué, le chrome se trouve a 1'état de trace, c'est-a-dire en
faible quantité, et il ne représente pas un danger : 0.2 ppm en mer (Waldichuk, 1974).
Mais sous forme de déchets industriels, il se concentre dans les fleuves jusqu'aux
estuaires et aux cOtes maritimes ou la capacité de certains invertébrés a accumuler les
métaux le rend toxique (Atkins et al., 1976).

2.1.3.2. PARAMETRES INFLUENCANT LA TOXICITE DU CHROME
2.1.3.2.1. La forme chimique

Il est admis que la forme des métaux lourds la mieux assimilée, donc la plus
toxique pour les invertébrés marins, est la forme ionique libre, méme si sa
concentration dans I'environnement marin est faible (Furness et Rainbow, 1986).

Des études sur la toxicité comparée du chromate, du bichromate, et du
chrome (III) sur divers organismes marins montre que l'espéce du chrome la plus
dangereuse est le chromate (chrome (VI) sous forme de Cr042'. Les valeurs de LC
50 décroissent pour le chrome (III), le bichromate, et le chromate dans 1'étude de
Eisenia foetida (Annélide, Oligochaeta) (Molnar ef al., 1989). Les mémes
conclusions ont été tirées apres 1'étude sur des cultures d'Escherichia Coli (Gaur et
Bhattacherjee, 1991).

Cela serait expliqué par le fait que le chrome (VI) est la forme la plus
disponible dans I'environnement marin. En effet, le chrome (III) est soumis a de
nombreuses réactions de précipitation, complexation, adsorption... qui le rendent peu
disponible pour les organismes marins.

De plus, de nombreux travaux montrent que le chrome (VI) est plus
facilement absorbé par les organismes que le chrome (III). L'absorption a été étudiée
chez I'nomme et le rat en suivant le passage de chrome radioactif trivalent (CrCl3) ou
hexavalent (NapCrpO4) de l'intestin au sang. Le taux de chrome retrouvé dans le
sang est jusqu'a cinq fois plus élevé apres ingestion de chrome (VI) qu'apres ingestion
de chrome (III). De plus, le chrome (VI) du sang traverse la membrane plasmique des
globules rouges et se lie a la globine alors que le chrome (III) qui est passé dans le




Tableau 2 : LC50 du chromate NayCrOy4 sur différentes espéces de crustacés a
des stades adultes ou larvaires. Sal.= salinité (pour mille). a : adulte. 1 : larve. (Van der
Meer et al., 1983).

Salinité Espéces |Estimation des LC50 (mol/L)
(Pour mille) 4 jours 10 jours
P.var.a | 1.10E-03 6.90E-04
P.var.l | 6.20E-04 3.90E-04
33 P.ell 2.60E-04 1.40E-04
P.flex.a | 1.30E-04 5.50E-05
P.var.a | 1.60E-03 6.30E-04
23 P.Var.l | 6.20E-04 3.90E-04
P.flex.a | 1.10E-04 3.90E-05
P.Var.a | 2.60E-04 8.90E-05
3.3 P.var.l | 7.40E-05 3.60E-05

P.var: Palaemonetes
varians, P.el: Palaemon elegans, P.flex: Praunus flexuosus
N.int: Neomysis integer, D.mag: Daphnia magna. a: adults,




sang reste dans le sérum (Anderson, 1975). Selon Van Weerelt (1984) la membrane
cellulaire constituerait une barriére pour le chrome (III).

2.1.3.2.2. Les paramétres physico-chimiques du milieu

Les parametres physico-chimiques de I'environnement marin se révelent étre
d'une grande importance pour l'explication de la toxicité des métaux lourds. Tout
d'abord, leurs variations constituent des facteurs de stress fragilisants pour les
organismes. Pour la crevette Palaemon elegans par exemple, le chromate se montre
trois plus toxique a des salinités de 3.3 pour mille par rapport a des salinités de 33 et
23 pour mille (Van Der Mer et al., 1988). De méme, la toxicité du chrome sur le
nématode Monhysteria disjuncta est influencée par des variations de température.

De plus, certains parametres physico-chimiques, en modifiant et en
controlant les formes chimiques des métaux lourds, influencent leur biodisponibilité.
Par exemple, le chromate sous des conditions acides présente un fort pouvoir oxydant
et réagit avec un grands nombre de donneurs d'électrons pour produire la forme
réduite, le chrome (III), peu assimilable. Sous conditions alcalines par contre, son
pouvoir oxydant est fortement diminué, le chrome (VI) est donc susceptible d'étre
absorbé par les organismes marins.

L'ion chrome (III) se trouve hydraté dans les milieux aqueux : Cr(Hy0)g3+.
A pH neutre ou sous condition alcaline, cette espece est précipitée apreés formation de
ponts entre les groupes hydroxyles (phénoméne d'olation). La concentration en agents
complexants peut influencer la toxicité en se liant a ces especes hydratées et en les
maintenant a 1'état soluble, ainsi qu'en modifiant I'état de valence des métaux
auxquels ils se lient.

2.1.3.2.3. L'espéce et le stade de développement

La toxicité des métaux lourds varie d'une espéce a l'autre, et selon le stade
de développement comme le montre I'étude de Van Der Meer et al. (1988) consacrée
a la mesure des LC 50 du chromate sur différentes espéces a différents stades de
développement (tableau 2). Le stade larvaire est le plus sensible.

Des différences de LC 50 peuvent €tre observées au sein d'une méme
espece; les organismes provenant de zones polluées développent une tolérance accrue
face aux métaux. Ce phénomeéne de tolérance a été observé chez le nématode Nereis
diversicolor provenant d'une zone fortement polluée. La concentration de cuivre
nécessaire pour provoquer la mort de 50 % de ces organismes est deux fois plus
grande que celle nécessaire pour obtenir 50 % de mortalité¢ parmi une population
provenant d'une zone propre. L'étude a été poursuivie sur la truite Oncorhynchus
mykiss, et sur la crevette Artemia salina et montre que leur exposition a des doses




sublétales de zinc leur permet ensuite de résister a des doses normalement létales de
zinc (Bryan, 1988).

2.1.3.2.4. La présence d'autres métaux

La présence d'autres métaux peut influencer la toxicité du chrome en
inhibant ou en augmentant son absorption par les organismes. Ce phénoméne a été
étudié chez le rat pour le chrome, mais est susceptible de se produire chez les
organismes marins. Chez le rat, le passage de chrome radioactif est diminué lorsque
du zinc, du fer ou du vanadium est ingéré par des organismes dont le régime
alimentaire est déficient en ces métaux. Il est probable que le chrome partage le
méme mécanisme de transport que le zinc, le fer, et le vanadium (Borel et Anderson,
1984).

De méme, chez les organismes marins, les cas de synergisme et
d'antagonisme entre métaux sont nombreux. Par exemple, la toxicité du cadmium sur
le jeune saumon est accrue par la présence de cuivre ou de zinc. D'autre part, les
effets toxiques du zinc et du cuivre s'additionnent chez le jeune poisson. Par contre,
la présence de sélénium diminue la toxicité du mercure chez les mammiféres marins
(Aubert et al., 1976).

2.1.3.3. EFFETS TOXIQUES DU CHROME (VI)

Les effets sublétaux dus au chromate ont été peu étudiés chez les
organismes marins. On sait seulement que le chromate provoque une altération de la
croissance et de la reproduction. D'autre part, il provoque une diminution de la
résistance aux infections (Association européenne océanique, 1977; Kabayashi, 1984
cité¢ par Rainbow et Furness, 1986).

En revanche, 1'étude des effets du chromate sur 'homme a été approfondie.
Cet élément se révele dangereux pour les hommes qui travaillent quotidiennement a
son contact. De nombreuses études en France et en Angleterre dans des industries de
production de chromate montrent un exces significatif des cancers des poumons et du
nez (Davis et al., 1991; Moulin et al., 1990), des dermatites, des allergies a la peau,
et des asthmes bronchiaux (Langard, 1980). Dans les cas d'empoisonnements
accidentels par du chromate ou par des sels chromiques, des anomalies histologiques
des reins, du foie, du systéme nerveux, et des cellules du sang sont observées (Borel
et Anderson, 1984). Selon Waldichuk (1974), le chrome (VI) entrainerait également
des altérations de l'activité enzymatique, et déclencherait de nombreux autres effets
sur I'endocrinologie, la biologie cellulaire, I'hématologie, 1'histiopathologie, et sur
divers fonctions physiologiques telles la respiration, la circulation sanguine, et
l'osmorégulation.




Les mécanismes biochimiques intervenant sont inconnus hormis pour
l'explication de 1'effet cancérigene. Martell en 1988 éclaircit les mécanismes causant
les cancers en résumant les expériences effectuées sur des cultures cellulaires et des
cultures bactériologiques. Les cancers dus aux métaux seraient liés a des problémes
dans les processus de transcription. La fréquence des mutations dans des cultures
bactériennes apres inoculation de chromate est trois fois plus élevée que dans les
cultures contrdles. Les ions chromates se lient aux paires de nucléotides G-C de
I'ADN. Les paires G-C sont alors transcrites en A-C lors de la réplication au lieu
d'étre transcrites en C-G.

Cependant d'autres auteurs émettent des doutes quant a cette conclusion. En
effet, la présence de chrome (VI) dans le milieu cellulaire est peu probable car sa
réactivité avec les molécules oxydables présentes en grands nombre dans ce milieu
est importante. Certains auteurs pensent qu'il est plus vraisemblable que ce soient les
produits de la réduction intracellulaire du chrome (VI), tels le chrome (V) ou le
chrome (III), qui forment des complexes avec ' ADN (Chen et al., 1991; Sugiyama et
al., 1991; Ozolins, 1989). Pour d'autres, I'effet mutagénique serait du a la formation
de radicaux lors de cette réduction (Xiangli Shi et Dalal, 1989).

2.2. LE CHROME DANS L'ENVIRONNEMENT MARIN

2.2.1. ORIGINE DU CHROME DANS L'ENVIRONNEMENT MARIN

2.2.1.1. INTRODUCTION

En 1977, I'Association européenne océanique publiait un article intitulé
"Metallic effluent of industrial origin in the marine environment" qui soulevait le
probléme des déchets industriels dans I'environnement marin et tirait la sonnette
d'alarme : "l'hydrosphére, a cause de sa grandeur et de son volume (1.370 millions de
km3) pourrait étre considérée comme le site idéal pour le rejet des déchets produits
par I'homme. Ce concept longtemps accepté et particulierement par les pays
industrialisés a amené aujourd'hui un état d'empoisonnement écologique aggravé par
la persistance a long terme dans I'environnement marin de certains polluants et par la
bioconcentration de nombreux produits chimiques toxiques."

Selon Pérés (1976), la pollution par les métaux lourds n'est pas généralisée
dans 'environnement marin. Elle est présente dans les estuaires et les zones cotiéres.
La concentration moyenne du chrome dans les sédiments des estuaires anglais est de
30 a 200 pg/g (Bryan et Langstom, 1992). La pleine mer contient de faibles quantités
de métaux lourds car ceux-ci sont dilués et dispersés par les courants. Le probléme lié
a la pollution par les métaux est leur persistance dans la mer. En effet, méme si des
processus biogéochimiques permettent de modifier la forme chimique initialement




TabIC‘ful 3 : quelques sources industrielles d'effluents contenant du chrome (VD)
aux Etats-Unis (Association européenne océanique, 1977).

Source des effluents Concentration de Cr(VI) dans les effluents (mg/L)
Moyenne Extrémes limites

Tannage du cuir 40

Traitement du bois 0.2-15

Eaux provenant des
systémes de réfrégération 30 8-60
industriels

Bain de polissage 200 - 75000

es opérations de
polissage 1-6

Electro-placage 40 15-70




introduite dans le milieu, la quantité totale en métal reste inchangée, et ne fait
qu'augmenter au cours du temps.

2.2.1.2. ORIGINE NATURELLE

Certes, le chrome est un constituant naturel des mers, produit d'érosion des
roches, d'introduction de poussiéres, de retombées volcaniques... mais depuis
quelques décennies, sa concentration augmente dangereusement, notamment dans les
estuaires et les cotes, suite aux rejets industriels. En pleine mer, la concentration
totale de chrome varie entre 0.2 et 0.5 ppm (Waldichuk, 1974).

2.2.1.3. ORIGINE INDUSTRIELLE

En 1977, I'Association européenne océanique publiait un bilan complet de
la production du chrome, de son utilisation industrielle, des pertes engendrées, et des
traitements possibles afin de diminuer sa concentration dans les effluents.

La production de chrome et de ses différents dérivés s'effectue a partir d'un
minerais, la chromite. La chromite contient 31% de chrome. Cette production
engendre des pertes de I'ordre de 10% sous forme de poussiéres et de terrils. Le
chrome et ses dérivés sont utilisés dans les industries chimiques (tanneries, procédés
d'électro-placage...) et dans les industries métallurgiques pour la fabrication d'aciers
spéciaux et d'alliages. L'utilisation du chrome dans ces industries provoquent des
pertes de 20 a 50%. Selon l'association européenne océanique, les pertes de neufs
pays de la CEE pour l'année 1969 seraient de 25 000 a 50 000 tonnes de chrome pour
l'industrie métallurgique, de 4 500 tonnes pour la production de matériels réfractaires,
et de 9 000 a 15 000 tonnes pour I'industrie chimique. |

Le chrome hexavalent présent dans les effluents provient surtout des
déchets des industries automobiles pratiquant 1'électro-placage, et des déchets des
industries de tannage du cuir. Les déchets des industries de traitement et de polissage
des surfaces, des industries de production de pigments, et les déchets des circuits de
réfrigération constituent également, mais a moindre échelle, des sources de chrome
(VI) dans les effluents. Le tableau 3 précise les concentrations de chrome (VI) dans
les effluents américains.

Les déchets en chrome (III) dans les effluents proviennent des industries de
production de céramique, de l'industrie de la photographie, et des usines de coloration
textile.

Aujourd'hui cependant la majorité des effluents sont traités. Le chrome (VI)
peut étre réduit en chrome (III) a un pH de trois et en présence d'agents réducteurs.
Le chrome (III) peut étre précipité sous forme d'hydroxyde de chrome Cr(OH)3 apres




Figure 2 : distribution spatiale du chrome dans les sédiments de surface de la
baie de Mex (Alexandrie) (pg/g de poids sec) (Dahab, 1991).
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Tableau 4A : radioactivité du chrome 51 dans I'eau de mer et état physique du
radio-isotope aprés son addition sous la forme de solution de chromate de sodium

(Chipman, 1965).

Nombre de jours Pourcentage du Cr | Pourcentage de Cr Pourcentage de Cr
apres l'addition original dans l'eau sous forme sous forme
du Cr radioactif de mer de particules non particulaire (par différence)
0 100 1.3 98.7
1 100.5 1.2 98.8
3 99.1 1.8 98.2
6 98.9 1.9 98.1
8 99.8 1.8 98.2

Tableau 4B : variations de la radioactivité du Cr>1 dans I'eau de mer et
formation de particules filtrables aprés 'addition du radio-isotope sous la forme de
chloride chromique (Chipman, 1965).

Temps d'observation (hr) Poucentage de Cr Pourcentage de Cr
original restant sous forme de particule
dans I'eau de mer

0.5 92 33

4 87 49

7 74 54

24 66 63
48 56 76 !
72 58 79 '

96 56 82
|




réaction avec du CaO. D'autres techniques comme les résines échangeuses d'ions sont
pratiquées et permettent de retirer en partie le chrome (VI) et le chrome (III) des
effluents.

2.2.2. CYCLE DU CHROME DANS L'ENVIRONNEMENT MARIN

2.2.2.1. DANS LES ESTUAIRES

Peu d'informations sont disponibles quant au comportement du chrome dans
les estuaires et dans les eaux des cotes maritimes, et il n'en existe aucunes sur le
comportement du chrome en pleine mer. A 'arrivée dans les estuaires, la majorité du
chrome apporté par les effluents est dispersée et diluée en pleine mer. La figure 2
présente la distribution des concentrations en chrome dans les sédiments superficiels
de la baie de Max en Egypte. Cette baie est polluée par le drainage agricole, par les
rejets d'une implantation industrielle, et par les eaux résiduelles du port. 60% du
chrome apporté quotidiennement dans la baie est exporté en pleine mer (Dahab,
1990).

Une autre partie du chrome arrivant dans les estuaires est sujette a la
sédimentation. Différents processus interviennent dans ce phénomeéne. A pH neutre
ou alcalin, les complexes de chrome hydroxylés Cr(OH)3 s'agrégent entre eux par des
ponts hydroxyles et précipitent sous forme d'hydroxyles de chrome (Borel et al.,
1984). Les ions de chrome peuvent étre adsorbés sur des boues échangeuses d'ions
comme par exemple les kaolinites Alp(OH)4S1205 ou les micas hydratés
KAl»(OH)>(AlSi3)O10 ou les ions Si (VI) et Al (IIT) peuvent étre remplacés par
d'autres ions métalliques de méme taille (Manahan, 1979). Les ions de chrome
peuvent aussi se complexer avec les acides humiques en formant des liaisons avec les
groupements carboxyles et hydroxyles. Ces acides sont insolubles et se trouvent en
grandes quantités dans les estuaires (Wiegand er al., 1987).

Chipman en 1965 a étudié le comportement des ions de Cr(VI) et Cr(III)
radioactifs dans I'eau de mer a un pH de 8. Il a trouvé que 96 heures apres l'ajout de
chrome trivalent sous forme de CrCl3, 82% du chrome (III) se retrouvait sous forme
d'hydroxyles pouvant précipiter ou pouvant s'adsorber sur les parois du bécher. Par
contre, I'addition de chromate a I'eau de mer n'entrainait aucun changement de 1'état
du métal (tableaux 4A et 4B).

2.2.2.2. PROFIL VERTICAL

Une étude sur les profils verticaux du chrome, du plomb et du cadmium
dans la mer Méditerranée montre une homogénéité de ces profils. Le comportement




de ces métaux ne correspond pas a celui des nutriments du fait de nombreux inputs et
d'une absorption insuffisante par les organismes marins (Pino, 1990).

2.2.3. PARAMETRES INFLUENCANT LA BIODISPONIBILITE

Il est important de noter que puisque la toxicité du chrome est due a sa
bioaccumulation, les paramétres influengant la bioaccumulation du métal joue un role
fondamental dans I'explication des effets des métaux sur les organismes marins.

Dans l'environnement marin, la disponibilité du chrome pour les organismes
dépend de sa forme chimique, du degré de sédimentation, de la présence d'autres
métaux compétiteurs pour les sites d'absorption des organismes, de la température, de
la salinité et du pH.

2.2.3.1. LA FORME CHIMIQUE

La forme métallique la mieux assimilée par les organismes marins est la
forme ioniqe libre (Zn**, Cu?™--) bien que cette forme ne se trouve qu'en faible
quantité dans le milieu marin. Cela explique I'influence des conditions physico-
chimiques du milieu sur la toxicité des métaux. Par exemple, I'ajout de substances
complexantes solubles dans le milieu réduit I'absorption des métaux, en diminuant la
concentration en ions libres. Par contre, I'ajout de complexants liposolubles facilite
l'absorption par les organismes (Furness et Rainbow, 1990; Waldichuk, 1974).

Le chrome hexavalent est la forme préférentiellement absorbée. Il peut étre
concentré dans les tissus de Balanus sp. jusqu'a 380 fois la concentration externe. Le
chrome trivalent, bien que pouvant étre ingéré par les filtreurs sous forme de
sédiments, n'est toutefois pas accumulé mais est rapidement excrété (Van Weerelt,
1983). Le chrome (III) peut s'adsorber sur les surfaces externes des invertébré marins.
Cependant, dans ce cas, il n'intervient pas dans le métabolisme (Peternac et Lezovic,
1986).
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2.2.3.2. LES AGENTS COMPLEXANTS

Le nombre et la nature des agents complexants influencent la
biodisponibilité des métaux, généralement en la diminuant (Manahan, 1979). Les
agents complexants sont nombreux dans les estuaires. Ils sont soit d'origine naturelle,
soit d'origine artificielle (les détergents). La complexation peut engendrer différents
effets. Elle peut entrainer des réactions d'oxydoréduction qui modifient 1'état de
valence du métal complexé; elle peut provoquer la solubilisation d'un métal
provenant d'un composé insoluble; enfin, la formation de complexes insolubles
permet de retirer les métaux de la solution.

2.2.3.3. LEPH

Le pH du milieu détermine la forme du chrome. Sous des conditions acides,
les ions chromates et bichromates sont facilement réduits en chrome (III), alors que
sous des conditions alcalines, le chrome trivalent est oxydé en chrome (VI). De plus,
les protons entrant en compétition avec les ions métalliques pour les sites de liaison
des complexants, le pH influencera le taux de complexation avec les métaux.

2.3. LES INVERTEBRES MARINS FACE AUX METAUX LOURDS

2.3.1. STRATEGIES ADOPTEES FACE AUX METAUX LOURDS

Chez les invertébrés marins, il existe une grande variété de stratégies vis-a-
vis des métaux lourds. Ces stratégies varient selon 1'espéce et le métal étudiés. Deux
grands types de comportements sont observés : le comportement régulateur et le
comportement accumulateur.

2.3.1.1. LA STRATEGIE DE REGULATION

Il y a phénomene de régulation lorsque le taux d'absorption du métal par un
organisme est égal a son taux d'excrétion. L'organisme stabilise sa concentration
interne en métal a un niveau relativement faible et non toxique.

Les Crustacés Décapodes par exemple, régulent leur concentration interne
en zinc et en cuivre a un niveau de 100 pug/g de poids sec en adaptant leur taux
d'excrétion (Bryan, 1964, cité par Rainbow, 1990). Plus précisément, Palaemon
elegans régule son taux interne en zinc lorsque la concentration externe en zinc est
comprise entre 80 et 100 pg/l. Si la concentration externe dépasse ce seuil, I'équilibre
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Figure 3 : relation entre la concentration de métaux dans Nereis diversicolor
et la concentration des sédiments de plus de vingt estuaires dans le Devon et le
Comwall. Chaque point est la valeur moyenne pour un estuaire ou une partie d'un
estuaire. Les lignes en pointillé montrent une proportionnalité directe (Bryan, 1976).

100

1.0

Concentration de métal dans Nereis (ppm de poids sec)
=

0.1

Concentration de métal dans les sédiments (ppm de poids sec)

P ’
0.’
e ”
[ ]
Zinc ’%‘ = +7
—e i
L 4 I o ”l
,90 l'
o lme i,
fF 3B 0 -
O%O 'lo
I - ,’O ’l
”, ’,
s S e i
e -t +
9 ¥ +
0& l” l" +*;." .H; e
ovﬁ’r” o TR
- ’ ’ +
0% o
O rd
L’ +
l' o
4
1 1 1 1 1 J
0.1 1.0 10 100 1000

10000




est rompu et la crevette accumule le zinc (Furness et Rainbow, 1990). Comme le
montre la figure 3, le zinc est également régulé par le polychaete Nereis diversicolor.
Par contre, le polychaete ne régule pas l'argent, le cuivre et le plomb.

2.3.1.2. LA STRATEGIE D'ACCUMULATION

2.3.1.2.1. Introduction

Le taux d'accumulation correspond a I'équilibre qui s'établit entre
l'absorption et I'excrétion d'un métal par un organisme. En général, les invertébrés
marins ne possédent pas les mécanismes de régulation nécessaires et ils accumulent
les métaux méme lorsque leur concentration dans le milieu extérieur est faible
(Dallinger et Rainbow, 1987).

Chez certaines espéces, le taux d'accumulation est proportionnel a la
biodisponibilité du métal dans I'environnement. Les balanes par exemple, sont des
accumulateurs de zinc qu'ils stockent sous forme de granules. Ils sont donc utilisés
comme bioindicateurs de la biodisponibilité du zinc. Chan et al. (1986) ont prouvé
que les balanes sont aussi de bons indicateurs pour le cuivre, le cadmium, le plomb,
le nickel, I'argent et le chrome.

2.3.1.2.2. Paramétres influencant le taux d'accumulation

Il existe des variations intraspécifiques du taux d'accumulation. En général,
il y a une relation inverse entre la concentration interne en métal et la taille de
l'individu (White et Rainbow, 1982). De plus, le taux d'accumulation augmente apres
la mue des Décapodes. En effet, la diffusion des métaux s'effectue plus facilement a
travers la nouvelle cuticule qui n'est pas, au début, totalement imperméabilisée
(White et Rainbow, 1986).

Les concentrations internes de métal varient de fagon saisonniére comme
cela a été montré pour la balane Semibalanus balanoides pour les zinc, le cuivre et le
manganese (Walter et Foster, 1984, cité par Rainbow, 1987).

De plus, la salinité a une influence sur le taux d'accumulation. En effet, des
différences de taux d'accumulation de zinc et de cadmium par deux populations de
crabes Carcinus maenas vivant dans des milieux de salinité différentes ont été
observées. La diminution de salinité entrainerait une diminution de la perméabilité de
la surface de 1'organisme a 1'eau de mer et aux €lectrolytes (Hing Man Chan, 1992).
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Figure 4 : taux d'absorption de métaux de différentes concentrations dans de
l'eau de mer par Nereis diversicolor provenant de 'estuaire de Avon (Devon). Chaque
point est la valeur moyenne pour cinq vers et les mesures ont été effectuées en utilisant
des radio-isotopes a 13°C. Le mercure est ajouté sous forme de chloride, I'argent sous
forme de nitrate, l'arsenic sous forme d'arsenate, et les autres sous forme de sulphates
(Bryan, 1976).
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2.3.2. VOIES D'ABSORPTION DES METAUX PAR LES
INVERTEBRES MARINS

Les informations contenues dans ce chapitre ainsi que dans les deux
suivants sont tirées d'un livre intitulé "Ecotoxicology of metals in invertebrates" de
Dallinger et Rainbow (1987). L'entrée des métaux dans les organismes marins peut
s'effectuer soit a partir de solution, soit a partir de nourriture.

2.3.2.1. A PARTIR DE SOLUTION

L'absorption a partir de 1'eau de mer s'effectue par diffusion passive a
travers les surfaces externes perméables des organismes, comme les branchies. En
effet, 'absorption est proportionnelle a la concentration externe en métal, comme le
montre la figure 4 pour Nereis diversicolor. Les organismes les plus perméables sont
donc les plus touchés par la pollution métallique : la plus grande résistance au
mercure des larves d'Artemia salina par rapport aux larves de balanes Elminius
modestus serait due a la plus grande imperméabilité des surfaces externes des
premiéres. L'absorption a partir de solution peut prendre place dans le tractus digestif
aprés ingestion d'eau. Chez les gastéropodes Bysicon carica et Hemifusus tuba, une
voie importante d'absorption prend place par le pied.

Selon Dallinger et Rainbow (1987), le mécanisme d'entrée a partir de
solution impliquerait des protéines transporteuses membranaires véhiculant les ions
métalliques. Une fois dans la cellule, grace a leur capacité de former des complexes,
les ions métalliques se lieraient a des ligands intracellulaires selon une cascade
d'affinité et de stabilité croissante. La concentration interne en métal libre restant
faible, la diffusion passive continue, et le métal est concentré dans I'organisme a des
niveaux beaucoup plus élevés que les concentrations du milieu extérieur. Cette
hypothése expliquerait le phénoméne d'accumulation.

Les ions métalliques adsorbés sur les surfaces externes imperméables des

organismes tels les carapaces ou les cuticules, n'entreraient pas dans le métabolisme,
mais resteraient stockés a I'extérieur (Dalliger et Rainbow, 1987).
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Tableau 5 : importance relative de la contamination métallique par la
nourriture et par les solutions (Bryan, 1976).

p o

Species Metals Result Reference

Fish
Paralichthys sp. (flounder) Zn Food more important than water Hoss (1964)
Pleuronectes platessa (plaice) Zn, Mn, Co, Fe Water unimportant, therefore food Pentreath (19734,b)
Gobius sp. (goby) Zn Food more important than water  Renfro ez al. (1974a)

Ascidians
Ciona intestinalis (sea squirt) \'% Water most important Kustin er al. (1975)

Crustaceans
Austropotamobius pallipes (freshwater crayfish) Zn Food very important Bryan (1967)
Homarus vulgaris (lobster) Mn Water unimportant, therefore food Bryan & Ward (1965)
Carcinus maenas (crab) Zn Both sources important Renfro er al. (1974a)
Lysmata seticaudata (shrimp) Zn Water more important Renfro et al. (1974a)
Marine and intertidal isopods Cu Water more important Wieser (1967)
Balanus balanoides (barnacle) Zn, Fe Food for Fe and mainly for Zn Young (1974)

Molluscs
Nucella lapillus (dogwhelk) Zn, Fe Nearly all from food (barnacles)  Young (1974)
Mytilus edulis (mussel) Za, Mn, Co, Fe Water fairly unimportant Pentreath (1973¢)
Oysters Zn, Co, Fe Mainly food and particles Preston & Jefferies (1969)
Octopus vulgaris (octopus) Cu Mainly from food (crabs) Ghiretti & Violante (1964)




2.3.2.2. A partir de nourriture et de particules

La nourriture peut constituer une voie d'entrée majeure des métaux pour
certaines especes alors qu'elle ne constitue qu'une voie secondaire pour d'autres. Le
tableau 5 montre l'importance relative des deux sources de métaux, par la solution ou
par la nourriture, chez certains organismes marins. Les résultats ont été obtenus grace
a l'utilisation de traceurs radioactifs.

L'absorption des métaux contenus dans la nourriture dépend de la forme du
métal. Les métaux formant des complexes tres stables ne peuvent pas étre dégradés
par la digestion et ne seront pas disponibles pour les organismes. L'absorption dépend
également du type de nourriture et de la physiologie digestive de l'espéce considérée.

Les métaux contenus dans les particules peuvent étre absorbés dans le
tractus digestif aprés ingestion et digestion. Chez certaines espéces, les particules
peuvent étre absorbées par pinocytose : chez les tuniquée ascidiens, les particules
sont dans un premier temps adsorbées sur le mucus puis dans un second temps, elles
sont absorbées par pinocytose dans les cellules du pharynx. L'absorption par
pinocytose peut prendre place dans les branchies des bivalves lamellibranches.

2.3.3. LES VOIES D'EXCRETION DES METAUX

Les voies d'excrétion sont nombreuses mais les mécanismes impliqués
restent inconnus. Chez les crustacés, 1'excrétion des métaux peut s'effectuer lors de la
mue. Les métaux internes sont alors transportés dans la cuticule qui est ensuite
éliminée. L'excrétion des métaux peut prendre place a travers les surfaces perméables
: 1a crevette Palaemon elegans et le crabe Carcinus maenas régulent leur taux interne
en zinc en le rejetant par leurs branchies. Chez 1'huitre Homarus gammarus, le zinc
est €liminé dans l'urine par les glandes antennaires. Un autre type d'excrétion trés
courante consiste en la formation de granules riches en métaux qui sont ensuite
rejetés par certains organes telles I'hépatopancréas des crustacés malacostracés. Chez
les invertébrés, ce mécanisme est observé dans les cellules bordant le tractus digestif
et les granules sont rejetés dans la lumiere du tube. Des rejets de cristaux de ferritine
riches en fer ont été observés chez les crustacés amphipodes. La moule Mutylus
edulis excréte le fer par son byssus.
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.Figure 5' : Semibalanus balanoides. Section de 1um dans les cellules du
parenchyme du prosoma de spécimens provenant de la baie de Dulas (Anglesey),
coloré par de la Toluidine. Les granules non colorés (z) sont des granules riches en
phosphate; les granules colorés en noir (c) sont riches en cuivre. Barre de 1'échelle :
10 pm (Walker, 1977).




2.3.4. LES VOIES DE DETOXIFICATION

2.3.4.1. INTRODUCTION

Les invertébrés marins accumulateurs concentrent les métaux a des taux
supérieurs au seuil de toxicité. Leur survie est rendue possible grace a des
mécanismes de détoxification. Des processus physiologiques et biochimiques leur
permettent de stoker les métaux sous une forme non disponible pour la métabolisme,
donc sous une forme non toxique. Cependant, les métaux essentiels doivent pouvoir
étref rendus disponibles afin de répondre aux exigences physiologiques de
l'organisme.

2.3.4.2. EXEMPLES DE DETOXIFICATION

Parmi la grande variété des mécanismes de détoxification, deux sont
particulierement bien connus : I'un consiste en la formation de granules insolubles
riches en métaux. Ce processus permet de stoker les métaux sous une forme non
utilisable par le métabolisme, de fagon permanente ou de fagon temporaire. Par
exemple, les granules de zinc et de phosphate sont stockés de fagon permanente dans
les couches sous-épithéliales de I'intestin moyen des balanes. Par contre, les bivalves
peuvent éliminer dans l'urine les granules riches en métaux fabriqués par les reins.

Différents types de granules ont été découverts. La majorité contient du
calcium comme composant principal. Dans certains granules, le calcium est lié
principalement a des carbonates. Ces granules peuvent contenir du manganése. Dans
d'autres, les granules de calcium peuvent stoker des ions métalliques tels Ag, Al, B,
Ba, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Pb, Sn et Zn. Ces métaux forment des sels insolubles avec
des anions pyrophosphates et orthophosphates surtout, mais aussi avec des anions
carbonates, urates, oxalates...(figure 5).

Chez les balanes, le zinc n'est pas excrété mais est stocké dans des granules
contenant des anions pyrophosphates ainsi que d'autres métaux comme la
magnésium, le potassium, le fer, le manganése et le plomb. Le cuivre peut étre
concentré sous forme d'agrégats et excrété par les conduits efférents des glandes
maxillaires des balanes par sécrétion apocrine ou par sécrétion holocrine. Ce type de
granules a également été observé dans les cellules de I'intestin moyen et sont excrétés
dans la lumiére par sécrétion holocrine. Le cuivre de ces granules se trouve associé
avec les groupements sulfydryles de matériel organique. L' hépatopancréas est
impliqué dans la formation et le stockage de granules de cuivre chez Procambarus

clarkii.

Le deuxiéme mécanisme de détoxification consiste en la liaison des métaux
avec des ligands comme des protéines, des polysaccharides, ou des acides aminés,
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Tableau 6 : Les diﬂ’érenté sites pour le stockage des métaux (Bryan, 1976).

—tee
Species Metals Tissue Comment Reference
Mammals
Zalophus californianus Pb Bone Probably similar to man Braham (1973)
(sea lion)
Phoca vitulina (seal) Cd Kidney Probably Cd-metallothionein Heppleston & French (1973)
Halichoerus grypus (seal) Cd Liver Cd-metallothionein Olafson & Thompson (1974)
Halichoerus grypus (seal) Hg Liver, fur, claws Low proportion methylmercury- Freeman & Horne (1973)
demethylation ?
Delphinus delphis Hg, Se Liver Two metals linearly correlated; not Koeman er al. (1973)
(dolphin) methylmercury
Fish

Makaira ampla (Pacific Hg
blue marlin)

Sebastodes caurinus (rock Cd
fish)

Crustaceans

Procambarus clarkii (fresh- Cu, Fe
water crayfish)

Homarus vulgaris (lobster) Mn
Crangon vulgaris (shrimp) Cu
Lysmata seticaudata Cd
(shrimp)
Molluscs

Biomphalaria glabrata Cu
(freshwater pulmonate)

Oncomelania formosana Cu
(freshwater prosobranch)

Ostrea edulis (oyster) Cu, Zn

Pecten maximus (scallop) Zn, Mn, Pb,
Ag, Cd, Cu

Octopus vulgaris (octopus) Hg

Polychaete

Nereis diversicolor (rag-
worm)

Cu, Pb

Low proportion methylmercury-
demethylation ?

Induced Cd-metallothionein

Liver, muscle

Liver

Hepatopancreas Large granules in Fe and Cu cells

Exoskeleton
Hepatopancreas Excess Cu stored as granules

Exoskeleton 50 % total body Cd lost at moult

Leucocytes Phagocytosis of excess Cu

Connective tissue Crystals of carbonate deposited by
wandering cells

Leucocytes Phago- or pinocytosis of excess metals

Kidney Large (5 #m) granules inside cells

Digestive gland May occur in granules

Digestive gland Especially in contaminated conditions

Epidermis Fine granules in high-metal worms

Rivers ef al. (1972)

Olafson & Thompson (1974)

Ogura (1959)

Bryan & Ward (1965)

Djangmah (1970)
Fowler & Benayoun (1974)

Cheng & Sullivan (1974)
Winkler & Chi (1967)

e.g. Boyce & Herdman (1898)

Bryan (1973)
Bryan (1973)

Renzoni et al. (1973)

Bryan (1974)




avec pour effet de retirer les métaux du métabolisme de fagon temporaire au moins.
Aprés traitement avec du cadmium, une induction de métallothionine est observée
dans le foie du poisson Sebastodes caurinus, ainsi que la formation de complexes de
cadmium avec cette protéine. Chez Austropotomobius pallipes, aprés injection de
zinc, une grande partie du métal se retrouve liée aux protéines du sang, puis apres
deux jours incorporée dans I'hépatopancréas. De méme, 40 % du zinc contenu dans
les huitres Ostrea edulis est 1ié avec des composés de faible poids moléculaire tels la
lysine, la taurine ou I'ATP, alors que le reste du zinc est lié de fagon plus ou moins
forte avec des débris cellulaires.

Les leucocytes semblent particulierement importants dans la détoxification
chez les mollusques. Le cuivre dans les huitres, par exemple, est accumulé dans les

leucocytes. Le tableau 6 montre les différents sites d'accumulation des métaux ainsi
que leur forme de stockage pour quelques espeéces.

2.4. LES INVERTEBRES MARINS FACE AU CHROME

2.4.1. "UPTAKE" DU CHROME ET EXCRETION

Comme nous l'avons dit plus haut, la forme du chrome préférentiellement
absorbée par les organismes marins est la forme hexavalente (chromate ou
bichromate). En 1965, Chipman étudia "l'uptake" du chrome par le polychéte marin
Hermione hystrix en utilisant du chrome radioactif. Le chrome trivalent 51 présent
dans les sédiments est ingéré par le filtreur mais n'est pas accumulé dans les tissus. Le
chrome (III) semble étre présent dans le tube digestif et sur les surfaces externes du
corps. Lorsque Hermione hystrix est exposé a de 1'eau de mer contenant du chrome
(VI), il y a "uptake" et accumulation dans les tissus (figure 6). Cependant, une étude
de Bremer et al. (1986) révéla l'existence d'une relation directe entre la concentration
corporelle du polychéte Nereis diversicolor et 1a concentration totale de chrome dans
les sédiments. Toutefois, 1'étude ne détermine pas si la forme absorbée est la forme
hexavalente pouvant se trouver en solution dans 1'eau interstitielle ou la forme
trivalente précipitée.

Les pertes de chrome accumulé sont faibles. La plus grande part du chrome
accumulé serait liée a des composés ayant un faible "turn-over".

"L'uptake" s'effectuerait selon un processus passif car dépendant de la
concentration externe en chrome (VI) (Chipman, 1965).
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Figure 6 : accumulation de Cr31 par Hermione hystrix a partir d'eau de
mer contenant le radio-isotope sous forme de chromate. L'accumulation aprés
différents temps d'exposition est exprimée comme la proportion entre la radioactivité
par gramme de vers vivant et la radioactivité d'un millilitre d'eau de mer (Chipman,
1965).

accumulation




2.4.2. BIOACCUMULATION LE LONG DE LA CHAINE
ALIMENTAIRE

Le chrome ne répond pas au phénomene d'accumulation le long de 1a chaine
alimentaire marine. En effet, sa concentration n'augmente pas avec le niveau
trophique étudié. Les concentrations en chrome les plus élevées se rencontrent chez
les algues et chez les crustacés (Aboul Dahab et al., 1990).

2.5. LA DETOXIFICATION DU CHROME

Il est généralement admis que la réduction du chrome (VI) en chrome (III)
est un mécanisme d'inactivation de la toxicité du chrome (VI). En effet, méme s'il est
prouvé que certains intermédiaires de cette réduction, comme les thioesters de
chrome (VI) (O'Brien et al., 1985), les complexes de chrome (V) (Xianglin Shi et
Dalal, 1989), et les complexes de chrome (IV) (O'Brien ef al., 1992) interviennent
dans la toxicité du chrome, et méme si certains chercheurs pensent que le chrome
(1IT) est la forme du chrome qui entraine les dommages causés a 'ADN (Sugiyama et
al., 1991; Suzuki et Fukada, 1990), le chrome (III), produit final de la réduction du
chromate reste 1'espece du chrome la moins susceptible d'intervenir dans le
métabolisme, du fait de sa stabilité et de sa relative inactivité.

Le phénomene de réduction du chrome (VI) chez les organismes marins a
été peu étudié; peu d'informations sont disponibles quant aux organes impliqués dans
la détoxification, quant aux organes de stockage de la forme inactive et quant aux
mécanismes mis en place. Par contre, de nombreuses études ont été effectuées sur les
foies de rats et de lapins, ainsi que sur des cultures cellulaires. La cinétique de la
réduction du chromate a également été beaucoup étudiée in vitro dans des
préparations enzymatiques. En premiére analyse nous admettrons que les conclusions
tirées de ces études sont valables pour les organismes marins.

2.5.1. SITES INTRACELLULAIRES DE REDUCTION DU CHROME

(VD)

Le chrome (VI) peut étre réduit au niveau de nombreux sites cellulaires. La
réduction peut prendre place an niveau des microsomes (Mihahsen ez al., 1991) et au
niveau des mitochondries (Arillio ef al., 1987). Mais le cytosol est le lieu privilégié
de la réduction du chrome (VI) (Wiegand et al., 1987; Das et Chandra, 1989), ou de
nombreuses molécules de faible poids moléculaire sont susceptibles d'intervenir
comme donneurs d'électrons (Connett et Wetterhahn, 1984; Ishibashi ez al., 1990;
Das et Chandra, 1989). Le processus de réduction de chacun de ces composants
cellulaires est différent comme nous allons le voir.
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2.5.2. REDUCTION DU CHROME (VI) PAR LES MICROSOMES

Michalsen et al. (1991) ont reconstitué des préparations purifiées de
vésicules phospholipidiques contenant différentes formes de cytochromes P450
microsomaux provenant de foie de lapins et de rats. L'utilisation de chrome (VI)
radioactif leur permit de mettre en évidence la liaison du chrome (VI) aux
cytochromes, et l'utilisation d'EDTA, agent complexant du chrome (III) en retirant la
radioactivité des microsomes, leur permit de prouver que la réduction s'est déroulée
pour donner comme produit final du chrome (III) lié aux protéines.

L'intervention des microsomes est confirmée par Wiegand et al. qui, en
1987, apres perfusion du foie de rat pendant une heure avec du chromate,
retrouverent 9 % du chrome lié a la fraction microsomale. Cependant, vu que cette
activité réductrice est inhibée en présence d'oxygene, il est difficile d'établir de fagon
exacte le role des microsomes dans la réduction du chrome (VI) par les systémes
biologiques.

2.5.3. REDUCTION DU CHROME (VI) PAR LES
MITOCHONDRIES

Les mitochondries sont capables de réduire le chrome (VI) comme cela a
été montré par Arillio ef al. en 1987 et confirmé par Wiegand ez al. (1987) pour les
cellules de foie de rats. 14 % du chrome (VI) perfusé dans le foie de rat se retrouve
en effet fixé a la fraction mitochondriale lorsque le succinate ou le glutamate sont
utilisés comme donneurs d'électrons. La réduction atteint un taux maximal lorsque
des inhibiteurs appropriés gardent la chaine respiratoire a son état réduit. Selon cette
étude, le chrome (VI) prendrait ses électrons au niveau du complexe 1 de la chaine
respiratoire.

2.5.4. REDUCTION DU CHROME (VI) DANS LE CYTOSOL

Il est généralement admis que le cytosol constitue le compartiment
cellulaire le plus apte a réduire le chrome (VI) (Wiegand e al., 1987, Ishibashi ez al.,
1990). Pour certains, la réduction serait catalysée par des enzymes utilisant le NADH
ou le NADPH comme cofacteur (Das et Chandra, 1989; Horitsu ez al., 1987), mais la
majorité des chercheurs optent pour l'intervention de petites molécules de faible poids
moléculaire comme donneurs d'électrons dans la réduction du chromate a cause de
leur potentiel rédox (Connett et Wetterhahn, 1985).
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Figure 7 : pourcentage de réduction du chrome (VI) par divers réducteurs
aprés 1 minute dans 1M Tris-HCl, pH 7.4. Les réactions se passent a 25°C pour tous
les réducteurs sauf la méthionine, le tryptophane, le glycolate et la xanthine pour

lesquels la réaction es effectuée a 37°C. [Cr V1] initial = 3.7 104 M. [réducteur]
= 2.5 10-2 M sauf [xanthine] = 6.3 10-3 M. (Connett et Wetterhahn, 1985).
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Figure 8 : effets de la destruction in vitro de 1'ascorbate et des groupements
thiols sur I'activité réductrice du chrome (VI) d'ultrafiltrats de foie et de rein de rats.
0.63 ml de l'ultrafiltrat (le tissu est dilué 13.3 fois dans une solution tampon de 100
mM Tris/1 mM DETAPAC de pH 7.0) sont mélangés a 0.035 ml de solution tampon,
de L-ascorbate oxydase (AO) dilué dans la solution tampon (concentration finale = 5
U/ml), de L-ascorbate oxydase dénaturé par la chaleur (denat. AO) et dilué dans la
solution tampon, ou de N-éthylmaléimide (NEM) de concentration 8 mM. Les
mélanges sont incubés a 4°C pendant 4 minutes. Le chrome (VI) ( de concentration
finale 0.125 mM) est ajouté, et la diminution d'absorbance a 372 nm est utilisée pour

calculer le taux de réduction. Les valeurs sont les moyennes + SD de cinq rats. Les
différences significatives des taux de réduction par rapport au controle (taux de
réduction des ultrafiltrats en présence de solution tampon seulement) a P < 0.05 sont

indiqués par ®. (Standeven et Wetterhahn, 1991).
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2.5.4.1. MOLECULES INTERVENANT COMME DONNEURS D'ELECTRONS

L'acétate, 1'éthanol, le malate, le succinate, le glycérol peuvent intervenir
comme donneurs d'électrons dans la réduction du chrome (VI), ainsi que le glucose,
le citrate, le pyruvate et le lactate, ces derniers étant cependant moins effectifs
(Komori et al., 1989). Des études in vitro montrérent que beaucoup d'autres
molécules participent a la réaction sous un pH acide. Cependant, a pH physiologique,
seuls l'ascorbate et les molécules contenant des groupements sulfydryles restent actifs
(Connett et Wetterhahn, 1984, figure 7). Parmi les molécules contenant des
groupements sulfydryles, le glutathion, du fait de son abondance intracellulaire,
constitue le réactif le plus susceptible de jouer un réle prépondérant dans la réduction
du chrome (VI).

L'ascorbate serait le réducteur principal méme si les autres molécules thiols
participent également a la réaction. Standeven et Wetterhahn (1991) par exemple,
utilisérent des inhibiteurs spécifiques de I'un et de 'autre pour appuyer cette
hypothése. En effet, comme le montre la figure 8, la pré-incubation des ultrafiltrats
de foie et de rein de rats avec d'une part du L-ascorbate oxydase, et avec d'autre part
du N-éthylmaléimide bloquant de maniére non spécifique les groupes sulfydryles
dont ceux du glutathion, diminue la réduction du chromate respectivement de 80 et de
20%. De méme, Suzuki et Fukuda, en 1989, en mesurant in vitro le temps de demi-
vie du chromate en présence d'une part d'ascorbate, et d'autre part de glutathion,
parvinrent a la conclusion que I'activité réductrice de 1'ascorbate est de 10 a 300 fois
plus élevée que celle du glutathion, ainsi que d'autres réducteurs intracellulaires.

2.5.4.2. INTERMEDIAIRES DANS LA REDUCTION DU CHROME (VI)

Il est dans un premier temps nécessaire de préciser que le chrome (III) est
bien le produit final de la réduction du chrome (VI) (Sugiyama, 1990; O'Brien et al.,
1985; Mickalsen et al., 1987). En effet, le traitement de cellules V 79 d'hamster
chinois avec des niveaux non toxiques d'acide ascorbique entraine une diminution du
niveau cellulaire de l'intermédiaire Cr (V), associée a une augmentation
proportionnelle en Cr (III) (Sugiyama, 1990).
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2.5.4.2.1. Les thioesters de chrome (VI)

Des thioesters de Cr (VI) ont été observés lors de la réduction du chromate
en présence de glutathion (GSH) seul, et en présence de glutathion et de sucres
(Branca et al., 1990). Dans le dernier cas, le chrome (VI) forme des esters avec le
GSH et avec les sucres. Les sucres les plus efficaces sont ceux possédant une paire de
groupements hydroxyles en position cis. Ces thioesters sont également formés lors de
la réduction du chrome (VI) par divers autres thiols tels la cystéine, la cystéine éthyl
ester, la cystéamine, la coenzyme M, I'homocystéine, la N-acétylcystéine, la
pénicillamine...(Connett et Wetterhahn, 1986, Bose et al., 1991; Connett et
Wetterhahn, 1985). Il est admis que cette formation constitue la premiere étape de la
réduction du chrome (VI) par les thiols.

Ces complexes de chrome (VI) ont d'ailleurs été désignés comme I'une des
formes toxiques du chrome (O'Brien et al., 1985), susceptibles de par leur relative
stabilité d'atteindre les différents compartiments cellulaires avant la suite de la
réaction.

2.5.4.2.2. Les complexes de chrome (V)

Des complexes de chrome (V) a longue durée de vie sont détectés par ESR
lors de la réduction in vitro par le glutathion (O'Brien et al., 1985), par 'ascorbate
(Lefebvre et Pezerat, 1992) dans des conditions physiologiques de pH et de
température, ainsi que sous condition acides (Bose et al., 1991), et par la glutathion
réductase en présence de NADH (Xiangli Shi et Dalal, 1989). Ils seraient également
toxiques car capables de réagir avec le péroxyde d'hydrogene présent dans les cellules
et de produire des radicaux hydroxyles évidemment dangereux car pouvant réagir
avec les macromolécules (Xiangli Shi et Dalal, 1989).

2.5.4.2.3. Les intermédiaires de chrome (IV)

Des intermédiaires de Cr (IV) ont été observés par ESR et par EPR
(electron paramagnetic résonance) lors de la réduction du Cr (VI) par le glutathion a
pH variant entre 1.8 et 3.5. Ces intermédiaires sont en concentration plus élevée que
les intermédiaires de Cr (V) et présente une longue durée de vie (Bose et al., 1992).
La présence de Cr (IV) a également été détectée lors de la réduction du Cr (VI) a pH
neutre par Connett et Wetterhahn (1986).
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2.5.4.3. MECANISMES DE REDUCTION

Connett et Wetterhahn (1986) proposent un mécanisme de réduction du Cr
(VI) par les molécules possédant un groupe thiol dans des conditions de pH
physiologique. Ce mécanisme est en accord avec les données cinétiques, les mesures
ESR et les mesures EPR.

La premiere étape serait la formation d'un thioester de Cr (VI) (équation 1)
a longue durée de vie. Ce thioester subirait une réduction apres réaction avec une
seconde molécule thiol et produirait du Cr (IV) (équation 2). La formation du
thioester de Cr (VI) peut étre suivie d'une réduction intramoléculaire produisant du Cr
(V) et un radical (équation 3). Si la molécule possede deux groupes thiols capables de
former un pont disulfure, la réduction intramoléculaire produirait du Cr (IV).

RSH + CrV1 & RSCrVI équation 1
RSCrVI+ RSH < RSSR + CrlV équation 2

RSCrV1 — CrV + RS® équation 3
RSCrVI 5 R—S + CrlV équation 4

| | /

SH S

D'aprés Bose et al. (1992), le mécanisme serait semblable mais les
intermédiaires seraient liés a des complexes de (RS-). IIs proposent un mécanisme
pour I'explication de la décomposition des complexes de Cr (IV) :

CrlV (RS-) + RSH—> éRS')CRIH—RS° +H*
rapide

Les deux complexes de Cr (III) réagiraient ensemble :

2 (RS)CRIL—RS®* — (RS-)CrIIL_RSSR—CrIII(RS-)

2.6. CONCLUSION

L'utilisation de la crevette Palaemon elegans et du crabe Carcinus maenas
pour I'étude de la détoxification du chrome est justifiée par I'abondance de ces deux
especes dans les eaux cotieres de la mer du Nord, mais aussi par le manque
d'informations disponibles sur le comportement des invertébrés marins face au
chrome. On sait que les Décapodes accumulent le chrome mais les organes de
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détoxification, les organes de stockage, la forme du chrome stockée et les
mécanismes en jeu restent inconnus.

Différentes techniques (NMR imaging, ESR, AAS, spectrophotométrie)
devront permettre d'éclaircir ces points.
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3. MATERIELS ET METHODES

3.1. MATERIEL ANIMAL

Les deux espéces choisies pour les expériences sont des Crustacés
Décapodes, de sous ordre différent. La premiere espece est le crabe Carcinus maenas
appartenant au sous-ordre des Reptantia et au groupe des Brachyoures. La seconde
est une crevette, Palaemon elegans, appartenant au sous-ordre des Natiantia et au
groupe des Caridea.

Ces deux espéces sont trés courantes et vivent sur les rivages marins, y
compris dans les estuaires. Palaemon elegans se nourrit de débris animaux et
Carcinus maenas de vers et de mollusques qu'il saisit et tue grace a ses pinces.
Carcinus maenas peut également se nourrir d'animaux morts.

Les animaux proviennent de l'université "University Marine Biology
station", Millport, Ecosse, et sont maintenus dans des aquariums contenant de 1'eau
de mer artificielle réguliérement oxygénée et de salinité 33.3 pour mille. Ces
aquariums sont placés dans des chambres froides afin que la température de 1'eau
atteigne 6°C. Les crevettes sont nourries une fois par semaine avec des fragments de
viande et les crabes sont nourris deux fois par semaine. L'eau de mer est
réguliérement renouvelée.

3.2. PROTOCOLES EXPERIMENTAUX

3.2.1. RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE (IMAGERIE

RMN)

3.2.1.1 TECHNIQUE

Cette technique permet de capter des signaux provenant de protons que I'on
retrouve dans tous les tissus sous forme en grande majorité de molécules d'eau. Ces
signaux varient avec les tissus selon leur contenu en eau, en macromolécules, en ions,

et en espéces paramagnétiques.

Les contrastes des images RMN proviennent de deux sources : la
concentration en eau et les temps de relaxation T1 et T2 des noyaux d'hydrogene.
Chaque noyau d'hydrogeéne posséde un moment magnétique caractérisé par un
vecteur spin qui est orienté au hasard. Lors de 1'application d'un champ magnétique
extérieur, les spins des protons s'orientent suivant 1'axe du champ, certains vers le
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Figure 9 : relaxation longitudinale (T1) aprés que le systéme de spin ait
recu un pulse de radiofréquence de 180 °. M, est le moment magnétique du systéme.
(Foster et Hutchison, 1985).

_ Tableau 7 : temps de relaxation T1 et T2 mesurés in vivo pour différents
tissus humains. (Foster et Hutchison, 1985).

Tissue Frequency ‘A T,
(MHz (ms; (ms)
Fat 8.5 240 60
Muscle 8.5 400 50
Liver 8.5 380 40
Bile 8.5 890 80
Spleen 8.5 420 20
Kidnev 8.5 670 50
Cerebellunm 12.8 585 90
Grey Brain 12.8 600 100
White Brain 12.8 380 80




bas, d'autres vers le haut, donnant au total un moment magnétique M au systéme. Si
des pulses radiofréquence sont appliqués en plus du champ magnétique, une
ouverture de l'angle du vecteur M s'opére. Des pulses d'une certaine force et d'une
certaine durée appelés "pulses 90" ouvrent 1'angle de 90°, alors que les "pulses 180"
inversent le vecteur.

Le premier parametre suivi est le temps de relaxation T1, c'est-a-dire le
temps mis par le vecteur magnétique total pour retrouver sa position initiale suite a un
pulse 180. Cela se produit par une perte d'énergie dissipée dans le milieu environnant
(figure 9). Les pertes d'énergie sont causées par les noyaux et électrons des molécules
environnantes qui produisent un petit champ magnétique local fluctuant. Le signal
sera maximal lorsque la position initiale sera retrouvée.

Le second parametre, T2, mesure le temps mis par le vecteur magnétique
pour retrouver son équilibre apres un pulse 90, soit par une perte d'énergie, soit par
échange de spins avec les noyaux environnants.

Enfin, la densité en protons, c'est-a-dire en eau, est mesurée par la force du
moment magnétique total.

Les deux parametres T1 et T2 sont sensibles a I'environnement physico-
chimique : protons présents dans des molécules d'eau libres ou liées, présence
d'espéces paramagnétiques qui du fait de leur électron célibataire modifient le champ
magnétique local (tableau 7)... Ces signaux sont regus par un tube récepteur placé
tout autour de 1'échantillon, sous forme de signaux électriques et transformés en une
image en deux dimensions (Foster et Hutchison, 1985; Brouwer et al., 1992; Molin et
al., 1980).

3.2.1.2. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Les deux espéces de Décapodes ont été soumises a I'imagerie RMN. Le
champ magnétique appliqué est de 4.7 Tesla et les pulses radiofréquence de 200
MHz.

Deux crevettes Palaemon elegans sont utilisées. La crevette contrdle est
placée dans un milieu d'eau distillée additionné de MgCly 7 %. Le MgCl) constitue
un anesthésiant et reproduit la salinité du milieu marin. La seconde crevette est placée
dans une solution de 7 % MgCl et de 104 M de Crp0O72- (bichromate), pendant
deux heures. Les deux individus anesthésiés sont ensuite retirés de leur solution et
placés dans la machine RMN. Les images obtenues permettront de déterminer si la
réduction du chrome (VI) a eu lieu pour donner I'un des intermédiaires
paramagnétique chrome (V) ou chrome (III), et si oui, de localiser les organes ou a
lieu la réduction et les organes de stockage des produits finaux.
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Pour Carcinus maenas, trois crabes sont utilisés. Un controle est immergé
dans de I'eau de mer, un crabe est immergé pendant trois heures dans une solution
d'eau de mer contenant du K»CrOy4 pour avoir du chrome (VI) en concentration 10-4
M. Le troisiéme crabe est exposé pendant trois heures dans une solution d'eau de mer
additionnée d'oxyde chromique CrpO3 afin d'obtenir une concentration en Cr (III)
de10-4 M. Ensuite, les trois crabes sont placés dans un congélateur dans l'attente de
leur analyse par RMN. Avant I'analyse, les trois crabes sont placés séparément dans
des solutions d'eau de mer afin de les saturer en eau de mer.

Le froid étant susceptible d'abimer les tissus, I'expérience a été renouvelée
avec trois autres crabes. Les crabes sont exposés de la méme fagon au chrome. Mais
cette fois, apres leur exposition, ils sont plongés séparément dans une solution
anesthésiante de MgCly 7%.

Les buts de ces expériences sont les méme que pour les crevettes, mais elles

permettent également d'étudier les différences de taux "d'uptake" respectifs du
chrome (VI) et chrome (III) par les Décapodes.

3.2.2. ABSORPTION ATOMIQUE

3.2.2.1. PREPARATION DES TISSUS

Pour confirmer les résultats d'imagerie RMN, les six crabes, apres leur
analyse RMN, sont disséqués. Des fragments d'hépatopancréas et de muscles sont
traités pour subir une analyse de leur concentration en chrome total par absorption
atomique. Les fragments sont placés dans un four a une température de 100 °C
pendant le temps nécessaire pour qu'ils atteignent un poids constant (3 a 4 jours). La
concentration en chrome des échantillons sera donc exprimée en pg de chrome par
gramme de poids sec. Ceci permet de comparer des tissus contenant des teneurs en
eau différentes. Les échantillons sont ensuite digérés dans 500 pl ou 1 ml d'acide
nitrique pendant le temps nécessaire a leur digestion compléte (3 a 4 jours). Le
volume des différents échantillons est ajusté a 2 ml en utilisant de 1'eau doublement
distillée.

3.2.2.2. PARAMETRES DU SPECTROPHOTOMETRE AAS

La flamme du spectrophotomeétre (Instrumentation Laboratory
spectrophotomeétre 157) est composée d'oxyde nitreux, d'acétyléne, et d'une quantité
d'air comprimé tel que la partie rouge de la flamme soit haute de 20 mm. La longueur
d'onde sélectionnée est de 357.9 nm. Le courant des lampes est de 6 mA. Des
solutions standards de 10 pg/ml, 5 pg/ml, et de 1.5 pg/ml sont effectuées a partir
d'une solution stock de 100 pg/ml. Ces solutions sont utilisées pour calibrer le
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spectrophotométre qui donnera directement la concentration de chrome total de
'échantillon en pg/ml d'extrait. Les mesures seront converties en pug de Cr/gr de poids
sec.

3.2.3. PROTOCOLE EXPERIMENTAL POUR L'ETUDE DES
CONDITIONS DE CONSERVATION DES ORGANES

La réduction du chrome (VI) par des extraits d'hépatopancréas de crabes
Carcinus maenas est mesurée en fonction du temps en suivant l'absorbance du
chrome (VI) a 372 nm par spectrophotométrie dans des extraits de tissus (Bose et al.,
1991; Connett et Wetterhahn, 1984, 1985).

3.2.3.1. CRABES UTILISES

Les crabes utilisés ont été tués de différentes maniéres. Pour la premiere
expérience, I'hépatopancréas provient d'un crabe congelé pendant quelques semaines.
La seconde expérience utilise I'hépatopancréas d'un crabe tué par le froid pendant une
nuit. Pour la troisiéme expérience, le crabe a été immergé pendant dix secondes dans
de l'azote liquide. Le but de ces expériences est de déterminer la méthode qui
conservera le mieux l'activité réductrice des hépatopancréas

3.2.3.2. PREPARATION DES EXTRAITS DE TISSUS

Pour chaque crabe, 1' hépatopancréas est disséqué, pesé, puis homogénéisé
dans une solution tampon Tris (0.02 M Tris; 0.01 M NaCl) amenée a pH 7.4. Le
volume de la solution tampon est de 4 ml par gramme d'hépatopancréas. L'homogénat
est centrifugé a 4°C a 10 000 g pendant deux heures. La partie soluble est récupérée
et est diluée deux fois.

3.2.3.3. SPECTROPHOTOMETRIE

Dans les cuvette de 4 ml du spectrophotometre, 3 ml de 1'extrait sont
mélangés a 1 ml de solution stock 0.5 mM de chrome (VI). On obtient une
concentration finale de chrome (VI) dans la cuvette de 0.125 mM. La solution stock
de chrome (VI) est constituée a partir de 0.0367 g de bichromate de potassium
K»CrpO7 de poids moléculaire 294.18 g/mol, dilué dans 500 ml de solution tampon
Tris. La solution stock est amenée a un pH 7.4 par addition de NaOH ou HClL.
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Une cuvette contenant de 1'eau distillée constitue la référence. La lecture de
l'absorbance a 372 nm s'effectue toutes les 0.25 minutes pendant 1 a 3 minutes, 30
secondes apres 1'ajout du chrome (VI) dans la cuvette.

Le spectrophotometre utilisé est de marque Gilford Response.
3.2.3.4. LA DROITE ETALONNAGE

La concentration en chrome (VI) dans la cuvette peut étre obtenue grace a
l'utilisation d'une droite d'étalonnage. Deux essais ont été effectués. La droite
d'étalonnage utilisée reprendra la moyenne des deux parametres des deux droites de
corrélation provenant des deux essais. Les différentes dilutions sont effectuées a
partir de solution stock de 0.5 mM de chrome (VI) par ajout de la solution tampon
Tris. Les absorbances des différents échantillons sont mesurées a 372 nm.

3.2.4. PROTOCOLE EXPERIMENTAL POUR LA

DETERMINATION DES DILUTIONS ADEQUATES DE

L'HEPATOPANCREAS

Lors de ces expériences, nous allons mesuré la réduction maximale de
chrome (VI) aprés trois minutes dans des extraits d'hépatopancréas qui auront
préalablement été soumis a une série de dilutions. Ceci devra nous permettre de
déterminer 1'intervalle des dilutions des extraits que nous pourrons utiliser par la

suite.

3.2.4.1. PREPARATION DES TISSUS

EXPERIENCE 1 : le crabe utilisé est congelé pendant une nuit. 2 g
d'hépatopancréas sont disséqués, homogénéisés dans 8 ml de solution Tris, et
centrifugés a 10 000 g a 4°C pendant deux heures. Le surnageant subit différentes
dilutions avec la solution Tris : dilution 2 fois, 5 fois, 10 fois, 15 fois, 20 fois, 24
fois, 30 fois, 40 fois et 50 fois.

EXPERIENCE 2 : pour cette expérience, la méme quantité de tissu est

utilisée. Le méme traitement est suivi. Le surnageant subit les dilutions 2 fois, 5 fois,
10 fois, 15 fois, 20 fois, 24 fois, 30 fois, 50 fois et 60 fois.
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3.2.4.2. SPECTROPHOTOMETRIE

EXPERIENCE 1 : 3 ml d'extrait de chaque dilution sont mélangés a 1 ml
de solution 0.5 mM de chrome (VI) pH 7.4 afin d'obtenir dans la cuvette
spectrophotométrique de 4 ml, une concentration finale en Cr (VI) de 0.125 mM.

EXPERIENCE 2 : 1.35 ml de chaque dilution est mélangé a 0.15 ml de
solution 0.5 mM de chromate afin d'obtenir dans la cuvette spectrophotométrique une
concentration finale de 50 uM.

3.2.5. PROTOCOLE EXPERIMENTAL POUR LA MESURE DES
ACTIVITES REDUCTRICES D'EXTRAITS D'HEPATOPANCREAS

3.2.5.1. POUR PALAEMON ELEGANS

EXPERIENCE 1 : les hépatopancréas proviennent de quatre crevettes
tuées par le froid pendant 20 minutes. Les quatre hépatopancréas pesant au total 0.1
g sont homogénéisés dans 2 ml de la solution tampon Tris, et centrifugés a 10 000
g a 4 °C pendant deux heures. La partie soluble est récupérée. Elle sera utilisée
pour deux essais du suivi de 1'absorbance a 372 nm. Pour les deux essais, on
mélange 900 ul d'extrait et 100 ul de solution stock 0.5 mM de chrome (VI) dans
la cuvette spectrophotométrique de 1 ml. On obtient donc une concentration finale
de chrome (VI) de 50 uM dans la cuvette.

EXPERIENCE 2 : Les hépatopancréas proviennent de six crevettes
Palaemon elegans et pésent 0.1 g. Les tissus sont homogénéisés dans 3 ml de la
solution tampon Tris et 'homogénat est centrifugé a 10 000 g 4 4°C pendant deux
heures. La partie soluble est utilisée pour deux essais.

Pour le premier essai, on mélange 1.35 ml de 1'extrait d"hépatopancréas
avec 0.15 ml de solution stock 0.5 mM de chrome (VI) dans une cuvette
spectrophotométrique de 1.5 ml (la concentration finale de Cr (VI) dans la cuvette
sera donc de 50 uM). L'absorbance a 372 nm est suivie en fonction du temps.

Pour le second essai, on mélange 1.35 ml d'extrait d"hépatopancréas avec
0.10 ml de la solution tampon Tris, et avec 0.05 ml de solution stock 0.5 mM de
chrome (VI) dans une cuvette spectrophotométrique de 1.5 ml. On obtient donc une
concentration finale de chrome (VI) dans la cuvette de 20 uM. On mesure
1'absorbance du chrome (VI) a 372 nm.
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Pour pouvoir comparer les diminutions d'absorbance a 372 nm pour les
deux extraits qui ont été dilués différemment, nous allons exprimer nos résultats en
pourcentage d'absorbance initiale par gramme de tissu.

3.2.5.2. POUR CARCINUS MAENAS

Pour ces expériences, comme le taux de réduction du chrome (VI) des
extraits d'"hépatopancréas mesurés étaient relativement faibles par rapport a ceux
trouvés dans la littérature, nous avons voulu les comparer avec ceux du muscle, qui
est un tissu non spécialisé dans la détoxification.

EXPERIENCE 1 : 1.32 g d'hépatopancréas et 1.32 g de muscles sont
disséqués et homogénéisés dans 4 ml de solution tampon Tris de pH 7.4. Les
homogénats sont centrifugés a 10 000 g a 4°C pendant deux heures. La cuvette de
1.5 ml du spectrophotométre est remplie avec 63 % de 1'extrait (muscle ou
hépatopancréas) soit 945 ul, de 3.5 % de solution tampon Tris soit 52.5 ul, et de
3.5 % de solution de chromate 2.5 mM soit 52.5 ul. La concentration finale de
chrome (VI) dans la cuvette sera donc de 0.125 mM.

EXPERIENCE 2 : 1 g d'hépatopancréas et 1 g de muscle sont
homogénéisés dans 4 ml de solution tampon Tris de pH 7.4 et sont traités de la
méme fagon que plus haut. Dans la cuvette spectrophotométrique de 1.5 ml, 945 ul
d'extrait (de muscle ou d'hépatopancréas) sont mélangés a 52.5 ul de solution Tris,
et a 52.5 ul de solution 2.5 mM de chromate. On obtient donc une concentration
finale de chromate de 0.125 mM.

L'expérience 3 est un réplicat de 1'expérience 2.

Pour comparer les taux de réduction du chrome (VI) des trois expériences
pour lesquelles les tissus ont été dilués différemment, nous avons exprimé les
résultats par minute et par gramme de tissu. Le taux de réduction du chrome (VI)
correspond a la pente de la diminution des absorbances a 372 nm en fonction du

temps.

3.2.6. PROTOCOLE EXPERIMENTAL POUR LA VERIFICATION

DES REDUCTEURS IMPLIQUES

Des inhibiteurs des molécules susceptibles de jouer un role dans la
réduction intracellulaire du chrome (VI) sont ajoutés aux extraits d'hépatopancréas, et
la disparition du chrome (VI) est suivie et est comparée avec le taux de réduction
normal (par des extraits d'hépatopancréas sans inhibiteurs). La littérature désigne le
glutathion et 1'ascorbate comme les deux molécules jouant un réle prépondérant dans
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la réduction cytoplasmique de chrome (VI). On utilisera donc du L-ascorbate oxydase
qui oxyde l'ascorbate. Le N-éthylmaléimide constituera le second inhibiteur. Cette
molécule bloque de fagon non spécifique les groupements sulfydryles et inactive
donc le glutathion.

3.2.6.1. PREPARATION DES TISSUS

Trois expériences sont effectuées. A chaque fois, 1 g d'hépatopancréas est
disséqué, homogénéisé dans 4 ml de solution Tris, et centrifugé a 10 000 g a 4°C
pendant deux heures. 2 ml sont ajoutés au surnageant.

3.2.6.2. SPECTROPHOTOMETRIE

Dans la cuvette de 1.5 ml du spectrophotomeétre, on met 63 % de I'extrait
d'hépatopancréas. On ajoute 3.5 % de solution tampon Tris. Puis on ajoute 3.5 % de
solution chromate 2.5 mM. La disparition du chromate est suivie a 372 nm.

Dans un second temps, 63 % de la cuvette de 1.5 ml est remplie de l'extrait
d'hépatopancréas (soit 945 ul). On ajoute 3.5 % de la solution L-ascorbate oxydase
(100 U/ml, dilution effectuée avec la solution Tris). On laisse agir I'inhibiteur
pendant trois minutes, apres lesquelles 3.5 % de solution chromate 2.5 mM sont
ajoutés et mélangés. L'absorbance a 372 nm est suivie.

Enfin, dans un dernier temps, la méme opération est renouvelée. A la place
de l'ascorbate oxydase, est ajouté du N-éthylmaléimide 60 mM.

Le méme protocole expérimental est renouvelé pour les trois expériences.
En suivant le taux de réduction du chromate avec ou sans inhibiteurs, et en comparant
les taux de réduction selon 1'inhibiteur présent, nous pourrons déterminer lesquelles
des deux type de molécules, ascorbate ou molécules possédant un groupe thiol,
jouent un réle prépondérant dans cette réduction.

30




3.2.7. ELECTRON SPIN RESONANCE (ESR)

3.2.7.1. PRINCIPE

Les électrons apariés ne donnent pas de signal ESR car pour chaque
électron sur une orbitale de nombre de spin M = -1/2, il y a un autre électron sur la
méme orbitale de M = +1/2. Par contre, les électrons impaires donnent un signal
ESR.

Lorsqu'un électron se trouve dans un champ magnétique, son vecteur
magnétique peut prendre deux directions correspondant aux deux orientations
possibles de son vecteur spin. L'orientation antiparall¢le au champ magnétique donne
une énergie maximale (Ej). L'orientation paralléle donne une énergie minimale (E»).
La mesure de la différence d'énergie est la base de I'ESR. L'application de champ de
radiofréquence oscillant perpendiculairement au champ magnétique induit une
transition entre les deux états de I'électrons. La coincidence entre 1'énergie de pulsion
et la différence d'énergie entre les deux états de 1'électron s'appelle la résonance. Le
signal ESR est obtenu en variant le champ magnétique et en mesurant la variation
d'absorption correspondante.

Cette technique va permettre de déterminer si le chrome (III) est bien le
produit de la réduction du chrome (VI) par les extraits d'hépatopancréas.

3.2.7.2. PREPARATION DES EXTRAITS DE TISSU

EXPERIENCE 1 : deux hépatopancréas de crevettes pesant 0.0410 g sont
disséqués et homogénéisés dans 1 ml de solution tampon Tris de pH 7.4. Le volume
est ajusté a 2 ml avec 1'aide de solution Tris.

1 ml de cette solution est utilisé comme référence : le tube ESR est rempli
de l'extrait d'hépatopancréas et le signal ESR est enregistré.

Dans un tube, 41.65 pul de solution de chromate 2.5 mM sont ajouté et
mélangés a 1 ml de la solution d'extrait de tissu, ce qui nous donne une concentration
finale en chromate de 10-4 M. Le tube ESR est aussitot rempli du mélange et le
signal est enregistré.

Les enregistrements sont effectués de fagon réguliere dans le temps afin de
suivre I'évolution du signal dans le temps.

EXPERIENCE 2 : Pour cette expérience, le méme protocole est suivi mais
avec des extraits plus concentrés en hépatopancréas (0.05 g).

EXPERIENCE 3 : I'expérience 1 est renouvelée mais le tissu est traité avec
une solution Ringer a la place de la solution tampon Tris.
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EXPERIENCE 4 : L'expérience est renouvelée avec un hépatopancréas de
crabe, ce qui nous permet d'avoir des extraits beaucoup plus concentré. 2.94 g
d'hépatopancréas sont traités avec une solution Tris suivant le méme protocole que
plus haut.

EXPERIENCE 5 : L'expérience 4 est renouvelée mais l'extrait
d'hépatopancréas et la solution de chrome (VI) est soumis a une gazéification par
l'azote ce qui permet de retirer I'oxygene de la solution.

EXPERIENCE 6 : analyse du fond du tube de l'expérience 5 oul un précipité
s'est formé.

3.2.7.3. PARAMETRES ESR

Le spectrophotomeétre ESR utilisé est un "Brusher ER/200/D instrument".

Paramétres constants pour toutes les expériences :
centre de fréquence : 3490 G
largeur de balayage : 200 G
temps d'acquisition : 200 s
atténuation : 8 dB

Parametres pour l'expérience 1 :
fréquence des rayons X : 9.7626198 GHz
fréquence de modulation : 2.5 G/pp

Parametres pour 1'expérience 2 :
fréquence des rayons X : 9.7626264 GHz
fréquence de modulation : 5 10-5 G/pp

Parametres pour 1'expérience 3 :
fréquence des rayons X : 9.7627626 GHz
fréquence de modulation : 5 10-3 G/pp

Parametres pour 1'expérience 4 et 5 :
fréquence des rayons X : 9.7627987 GHz
fréquence de modulation : 5 10-3 G/pp

Paramétres pour l'expérience 6 :
fréquence des rayons X : 9.7653535 GHz
fréquence de modulation : 5 10-5 G/pp

Paramétres pour 1'expérience 6 :

fréquence des rayons X : 9.7653535 GHz
fréquence de modulation : 5 10-3 G/pp
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3.2.7.4. IDENTIFICATION DU SIGNAL

L'enregistrement ESR nous permet de calculer la valeur g caractéristique du

signal :
g =1000 y
1.3996 H

v est la fréquence des rayons X. H( représente le champ magnétique pour
lequel le signal est enregistré. L'enregistrement débute a un champ magnétique
minimum et se termine a un champ magnétique maximum. Une échelle permettra de
mesurer le champ magnétique Ho a 'emplacement du signal.
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4. RESULTATS ET DISCUSSION

4.1. INTRODUCTION

Dans un premier temps, l'imagerie de résonance magnétique nucléaire
(RMN) permettra de vérifier si la détoxification du chrome (VI), c'est-a-dire sa
réduction se passe effectivement chez Palaemon elegans et Carcinus maenas. En
effet, cette technique détectera la présence de chrome paramagnétique c'est-a-dire de
chrome (V) ou de chrome (III) dans les organismes préalablement soumis a une
contamination externe en chrome (VI). De plus, cette technique, en localisant le
chrome paramagnétique dans les organismes contaminés, permettra de situer le(s)
organe(s) ou se passe la réduction du chrome (VI), et de situer le(s) organe(s) ou sont
stocker les produits de la réduction. Les mesures par absorption atomique de la
concentration en chrome total dans le(s) organe(s) de détoxification et de stockage, et
dans un tissu non spécialisé dans la détoxification (nous avons choisi le muscle),
nous permettra de confirmer de maniere quantitative les résultats de RMN.

La seconde étape est I'étude de l'activité réductrice du chrome (VI) dans
l'organe identifié au cours de la premicre étape. Pour déterminer la meilleure fagon de
conserver l'activité réductrice de l'organe de détoxification, nous avons mesuré les
taux de réduction de chrome (VI) par des extraits de tissu de Carcinus maenas en
fonction de la maniére de sacrifier les organismes. Une autre expérience permettra de
déterminer les dilutions de I'extrait de tissu pour lesquelles les taux de réduction sont
significatifs. Ces mises au points seront utiles pour la suite des expériences. Enfin,
nous avons étudier le taux de réduction par des extraits de 1'organe de détoxification
de Palaemon elegans et de Carcinus maenas. Pour Carcinus maenas, nous avons
comparé le taux de réduction par 1'organe de détoxification au taux de réduction par
un tissu non spécialisé dans la détoxification, le muscle.

Enfin, dans la troisiéme étape, les mesures ESR permettront de déterminer
le produit final de la réduction du chrome (VI) par des extrait de 1'organe de
détoxification. En effet, grace a cette technique, il sera possible de distinguer le
chrome (V) du chrome (III), ce que ne permettait pas le RMN.
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Figure 10 : image RMN de deux spécimens Palaemon elegans. A)
Palaemon elegans controle immergée pendant 2H30 dans une solution 7% MgCly
B) Palaemon elegans immergée pendant 2H30 dans une solution de chrome (VI) 104
M (sous forme de CrpO7) et de MgCly 7%. Les deux spécimens sont ensuite
directement analysés par RMN. Les fléches désignent I'hépatopancréas. C) anatomie
de Palaemon elegans permettant de situer I'hépatopancréas (dont la légende est
soulignée).
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4.2. EXPERIENCES POUR L'IDENTIFICATION DE(S) ORGANE(S) DE

REDUCTION DU CHROME (VI) ET DE(S) ORGANE(S) DE STOCKAGE
DES PRODUITS DE LA DETOXIFICATION CHEZ PALAEMON ELEGANS
ET CARCINUS MAENAS

4.2.1. EXAMEN PAR RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE

D'ANIMAUX CONTAMINES

Pour les crevettes Palaemon elegans, nous avons obtenu deux images
(figure 10A et 10B). L'image 10 A représente Palaemon elegans contréle immergée
pendant 2H30 dans une solution 7% MgCly. L'image 10 B représente Palaemon
elegans immergée pendant 2H30 dans une solution de chrome (VI) 10- 4 M (sous
forme de Cry072-) et de MgCly 7%. Les deux spécimens sont ensuite directement
analysés par RMN. Les fléeches désignent 'hépatopancréas. La figure 10 C est un
schéma de I'anatomie de Palaemon elegans permettant de situer I'hépatopancréas
(dont la 1égende est soulignée).

Les deux images 10 A et 10 B sont différentes. On ne note pas de
contrastes sur I'image de la crevette contrdle. Sur I'image de la seconde crevette, on
note un fort assombrissement au niveau de 1'hépatopancréas. Cet assombrissement
trahit la présence d'espéces paramagnétiques de chrome dans I'hépatopancréas. Ces
especes pourraient étre du chrome (III) ou du chrome (V).

Pour les expériences d'imagerie RMN effectuées sur les crabes Carcinus
maenas, des résultats similaires sont obtenus. Nous avons effectué trois expériences
qui ont été répliquées. La figure 11 A représente le crabe Carcinus maenas controle
immergé pendant trois heures dans de 'eau de mer puis conservé au congélateur. La
figure 11 B représente Carcinus maenas immergé pendant trois heures dans de 1'eau
de mer contenant 10-4 M de chrome (VI) sous forme de NapCrO4 puis congelé. La
figure 11 C représente Carcinus maenas immergé pendant trois heures dans une
solution d'eau de mer contenant 10-4 M de chrome (III) ajouté sous forme d'oxyde
chromique (Crp0O3), puis congelé en attente de 1'analyse RMN. Les fleches désignent
I'hépatopancréas. La figure 11 D représente 1'anatomie du crabe Callinectes sapidus
qui est similaire a celle de Carcinus maenas et qui permet de situer 1'hépatopancréas
(qui est souligné dans la légende).

Sur I'image du crabe contrdle (figure 11 A), les tissus au niveau de
I'hépatopancrés sont clairs. Par contre sur I'image du crabe immergé dans une solution
de chrome (VI) pendant trois heures (figure 11 B), les tissus situés au niveau de
I'hépatopancréas montrent une teinte foncée caractérisant la présence d'éléments
paramagnétiques. Ces éléments pourraient étre du chrome (III) ou du chrome (V).
L'image du crabe immergé dans une solution de Cr (III) est similaire a ''mage du
crabe controle.
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Figure 11 : A) Carcinus maenas controle immergé pendant trois heures
dans de I'eau de mer puis conservé au congélateur. B) Carcinus maenas immergé
pendant trois heures dans de I'eau de mer contenant 10-4 M de chrome (VI) sous
forme de NapCrO4 puis congelé. C) Carcinus maenas immergé pendant trois heures
dans une solution d'eau de mer contenant 10-4 M de chrome (III) ajouté sous forme
d'oxyde chromique (Crp03), puis congelé en attente de 1'analyse RMN. Les fléches
désignent I'hépatopancréas. D) anatomie de Callinectes sapidus
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Les réplicats des trois expériences RMN donnent les mémes résultats,

Les données de la littérature indiquent que la détoxification du chrome (VI)
consiste en sa réduction pour donner des produits moins toxiques. D'aprés des
expériences utilisant des mélanges d'enzymes réductrices, le produit final de la
réduction du chrome (VI) serait le chrome (III) (Sugiyama, 1990, O'Brien et al.,
1985; Mickalsen et al., 1987). Cependant, aucune étude in vivo n'avait été effectuée
qui aurait pu confirmer que le mécanisme de réduction se passait effectivement chez
les organismes contaminés par du chrome (VI). La technique RMN présente cet
avantage.

Chez les deux especes étudiées, la crevette Palaemon elegans et le crabe
Carcinus maenas, on détecte par imagerie RMN du chrome paramagnétique (chrome
(V) ou chrome (III)) au niveau de I'hépatopancréas des individus immergés dans une
solution de chrome (VI). Cela voudrait dire que le Cr (VI) est vraisemblablement
absorbé au niveau des surfaces externes perméables (Dallinger et Rainbow, 1987),
qu'il est transporté dans 1'hépatopancréas ou il est réduit en Cr (V) ou en Cr (III).
L'hépatopancréas serait donc 1'organe ou s'effectue la détoxification du chrome (VI).
Plus tard, nous allons effectuer des expériences ESR qui permettront justement de
spécifier lequel du chrome (III) ou du chrome (V) est stocké dans I'hépatopancréas.

Aucun autre tissus chez Palaemon elegans et Carcinus maenas ne présente
la couleur sombre permettant de détecter la présence d'espéces paramagnétiques de
chrome. Cela voudrait dire que 1'hépatopancréas joue également le role d'organe de
stockage des produits de la réduction du chrome (VI).

4.2.2. RESULTATS DES MESURES DE CHROME PAR
ABSORPTION .ATOMIQUE.

La figure 12 A présente les résultats des analyses par absorption atomique
des hépatopancréas et des muscles des six crabes Carcinus maenas utilisés dans les
expériences imagerie RMN, ainsi que de trois autres crabes ayant subi le méme
traitement. La figure 12 B est un histogramme qui présente les moyennes des
concentrations en chrome total pour les trois crabes utilisés pour chaque expérience.

La concentration en chrome la plus élevée se trouve dans I'hépatopancréas
du crabe immergé dans une solution de chrome (VI). La concentration en Cr diminue
ensuite dans le muscle du crabe ayant été immergé dans du Cr (VI). Les
concentrations en Cr des tissus du crabe ayant été immergé dans du Cr (III) se
trouvent en position intermédiaire entre celles des tissus du crabe immergé dans du
Cr (VI) et celles des tissus du crabe contréle. Cependant les concentrations dans le
crabe immergé dans du Cr (III) ne sont que 1égerement supérieures a celles trouvées
dans le crabe contréle. Par contre, elles sont beaucoup plus faibles que celles
mesurées dans le crabe immergé dans du Cr (VI).
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Figure 12 : A)concentration en chrome total d’'hépatopancréas et de muscles
de Carcinus maenas ayant subi des traitements différents. Le crabe contrdle a été
recueilli dans I'aquarium d'eau de mer et congelé. Le deuxiéme crabe a été immergé
pendant trois heures dans une solution d'eau de mer contenant 10-4 M de chrome (III)
ajouté sous forme d'oxyde chromique (Crp03) puis congelé. Le troisi¢éme crabe a été
immergé pendant trois heures dans de I'eau de mer contenant 10-4 M de chrome (V1)
ajouté sous forme de NapCrOy4 puis congelé en attente de son analyse. L'expérience a
été renouvelée trois fois. B) Histogramme dont chaque colonne représente la
moyenne des concentrations totales en chrome mesurées pour les trois Carcinus
maenas ayant subi le méme traitement.
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Pour chaque expérience, les concentration en chrome des hépatopancréas
sont toujours supérieures a celles des muscles.

Les résultats par absorption atomique et par RMN permettent de dire dans
un premier temps que le chrome (VI) est absorbé par les crabes Carcinus maenas
alors que le chrome (III) n'est pas ou tres faiblement absorbé. En effet, 'image du
crabe ayant été immergé dans une solution de Cr (III) est semblable a I'image du
crabe contrdle. Si du chrome (III) avait été présent dans les tissus du crabe, il aurait
été détecté par imagerie RMN et 1'image du crabe présenterait des tiches sombres. De
plus les analyses par absorption atomique confirme que les concentrations en chrome
dans les muscles et dans I'hépatopancréas de Carcinus maenas immergé dans du Cr
(IIT) sont tres proches bien que légerement supérieures a celles mesurées dans le
crabe contrdle. Par contre, les concentrations en chrome mesurées dans les muscles et
I'hépatopancréas du crabe immergé dans du Cr (VI) sont beaucoup plus élevées que
celles des tissus du crabe contrdle.

Ces résultats sont conformes avec ceux trouvés dans la littérature et selon
lesquels le chrome (VI) est beaucoup plus facilement absorbé que le chrome (III)
(Chipman, 1965). Cela proviendrait d'une part du fait que la membrane cellulaire
serait une barriere pour le chrome (III) (Van Weerelt, 1984; Anderson, 1975). D'autre
part, a pH neutre et dans un milieu aqueux, le chrome (III) hydraté précipite, ce qui
diminue sa biodisponibilité.

La technique d'imagerie RMN et la technique d'absorption atomique ne
permettent pas de préciser si il subsiste du chrome (VI) dans I'hépatopancréas ou si
du chrome (VI) est présent dans d'autres tissus. Cependant, les analyses par
absorption atomique montrent que du chrome est présent dans les muscles du crabe
qui a été plongé dans une solution de Cr (VI) a un taux bien supérieur a celui mesuré
dans les muscles du crabe contréle. Si I'espéce de chrome présent dans les muscles
n'est pas localisé sur les images NMR, cela veut dire que les muscles contiennent de
chrome (VI). Donc, les muscles peuvent contenir du chrome (VI) (a un taux toutefois
bien inférieur au taux mesuré dans I'hépatopancréas du crabe immergé dans du Cr
(VI)) mais qui n'est pas ou peu réduit.

Enfin, les analyses par absorption atomique montrent que les crabes
contrdles sont contaminés par la pollution au chrome. En effet, ils possédent du
chrome dans leurs muscles et dans leur hépatopancréas a des concentrations toutefois
faibles. Sans doute ont-ils été soumis a une pollution au chrome dans leur milieu
naturel. Ils auraient donc stocké la plus grande part du chrome dans leur
hépatopancréas et une plus faible part dans leurs muscles. On peut émettre
I'hypothese que le chrome de I'hépatopancréas est présent sous forme réduite mais a
une concentration telle qu'elle n'est pas détectée par le imagerie RMN.
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Figure 13 : réduction du chrome (VI) par des extraits dhépatopancréas de
spécimens de Carcinus maenas sacrifiés de différentes maniéres. Extraits
d'hépatopancréas : surnageant dilué 2 fois de 2 g de tissu homgénéisés dans 8 ml de
solution tampon Tris pH 7.4 et centrifugé pendant 2 heures & 4°c a 10 000 g. Dans la
cuvette spectrophotmétrique, on mélange 3 ml de 'extrait de tissu avec 1 ml de
solution stock de chrome (VI) 0.5 mM (ajouté sous forme de K2CrpO7). On obtient
dans la cuvette une concentration initiale de Cr(VI) de 0.125 mM. L'absorbance a 372
nm est suivie et les absorbances sont ensuite converties en concentrations en Cr (VI).
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4.3. RESULTATS DES MESURES D'ACTIVITE REDUCTRICE PAR

SPECTROPHOTOMETRIE DU CHROME (VI)

4.3.1. CHOIX DES CONDITIONS DE CONSERVATION DES
ORGANES

La figure 13 présente la diminution de la concentration en chrome (V1)
lorsqu'il est mis en présence avec des extraits d'hépatopancréas de trois crabes
sacrifiés de différentes maniéres. Nous avons choisi de présenter les pourcentages de
concentration initiale en chrome (VI) car les absorbances initiales sont différentes
pour chaque expérience bien que la concentration en Cr (VI) initiale dans le tube
spectrophotométrie, et la concentration de tissu soient les mémes dans toutes les
expériences. L'explication serait que les crabes utilisés aient déja été soumis dans leur
milieu naturel & une pollution de chrome qu'ils auraient accumulé dans leur
hépatopancréas a des taux variables selon les individus.

Pour I'expérience 1, le crabe a été congelé pendant plusieurs semaines.
Chaque point est la moyenne de deux essais. Les extraits d'hépatopancréas de ce
crabe ne montre pas d'activité réductrice. Il semble donc qu'il y ait une perte d'activité
réductrice avec la longueur de la période de congélation.

Pour l'expérience 2, le crabe a été congelé pendant une nuit. Nous avons
effectué deux essais de mesures d'absorbance. Chaque point est le résultat de la
moyenne des deux mesures. Les extraits d'hépatopancréas provenant de ce crabe
montrent la plus forte activité réductrice. Cette observation nous permettra pour le
suite des expérience de sacrifier les crabes de cette maniére.

Lors de 1'expérience 3, le crabe a été immergé pendant une dizaine de
secondes dans de 1'azote liquide. L'extrait d'hépatopancréas ne montre pas d'activité
réductrice contrairement a ce que 1'on pouvait attendre. En effet, en général, cette
méthode est celle qui conserve mieux les activités enzymatiques. Une hypothése
serait qu'il y ait eu un probléme lors de la décongélation. Peut-étre que le crabe a
décongelé pendant un temps trop long et qu'il a atteint la température ambiante, ce
qui expliquerait la disparition d'activité réductrice.

11 faut noter toutefois que pour des raisons pratiques nous n'avons pu
soustraire des absorbances du mélange réactionnel (extrait de tissu plus chrome (V1))
l'absorbance du blanc, c'est-a-dire, 1'absorbance de 'extrait de tissu seul. Cela veut
dire que les valeurs de concentration de chrome (VI) ne sont pas justes. Cependant
dans le cas ou les corrections avaient été effectuées, il est probable que les allures
généralles des courbes restent les mémes. Ces considérations sont valables pour
toutes les études spectrophotométriques des activités réductrices.
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Figure 14 : Réduction du chrome (VI) par un extrait d'hépatopancréas de
Carcinus maenas dilué 2, 5, 10, 15, 20, 24, 30, 40, et 50 fois. Concentration de
chrome (VI) initial = 0.125 mM.
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Figure 15 : Réduction de chrome (VI) par un extrait d'hépatopancréas de
Carcinus maenas dilué 2, 5, 10, 15, 20, 24, 30, 50 et 60 fois. Concentration de
chrome initial = 50 uM.
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4.3.2. CHOIX DES DILUTIONS ADEQUATES DES EXTRAITS

Les figures 14 et 15 représentent la réduction du chrome (VI) par des
extraits d'hépatopancréas de deux crabes en fonction de la dilution des extraits. Les
graphes se présentent en deux parties. Dans la premiére partie qui va jusqu'a la
dilution 20 fois, la réduction du chrome (VI) diminue avec la dilution de 1'extrait..
Dans la seconde partie, a partir de la dilution 20 fois, il y a un plateau ou la réduction
de chrome (VI) ne varie plus en fonction de la dilution. Ce plateau pourrait étre
expliqué par une autodestruction du chrome (VI) que se passerait par exemple dans la
solution tampon Tris (voir figure 13).11 faut souligner que nous n'avons pas soustrait
I'absorbance du surnageant. Si nous 1'avions fait, il est probable que la pente des
graphes aurait continuée jusqu'a des dilutions plus fortes. Nous pouvons conclure de
cette expérience qu'il nous faudra travailler avec des dilutions des extraits qui ne
dépassent pas la dilution 20 fois.

4.3.3 MESURE DES ACTIVITES REDUCTRICES SUR LES
ORGANES D'ANIMAUX CONTAMINES

4.3.3.1. PALAEMON ELEGANS

La figure 16 présente la diminution de 1'absorbance du chrome (VI) par
gramme d'hépatopancréas de Palaemon elegans. La concentration en chrome (VI)
introduit dans les extraits d'hépatopancréas diminue avec le temps.

Les extraits d'hépatopancréas de Palaemon elegans présentent une activité
réductrice du chrome (VI) significative par rapport a l'activité réductrice de la
solution tampon (référence). L'extrait d'hépatopancréas d'un individu a été mélangé
d'une part avec 50 pM de chrome (VI) et d'autre part, avec 20 pM de chrome (VI).
Dans le premier cas, on observe une diminution de I'absorbance a 372 nm de
0.0749/min/gr de tissu et dans le second cas, une diminution de 0.0470/min/gr de
tissu. Nous n'avons donc pas une relation linéaire entre le taux de réduction du
chrome (VI) et la concentration en substrat. Cela pourrait suggérer une relation
enzyme-substrat dont nous allons parler dans la discussion générale.
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Pourcentage d'absorbance initiale par gramme de tissu

Figure 16 : réduction du chrome (VI) par des extraits d'hépatopancréas de
Palaemon elegans. 1.5 ml d'extrait de tissu est mélangé a 0.15 ml de solution 0.5 mM
de chrome (VI) (ce qui nous donne une concentration initiale de chrome (VI) de 50
uM), ou a 0.10 ml de solution tampon plus 0.05 ml de solution 0.5 mM de chrome
(VI) (ce qui nous donne une concentration initiale de chrome (VI) de 20 pM).
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Figure 17 : taux de réduction d'extraits d'hépatopancréas et de muscle de
Carcinus maenas. 945 pl d'extrait d'hépatopancréas est mélangé a 52.5 pul de solution
tampon Tris pH 7.4, et 4 52.5 pul de solution 2.5 mM de chrome (V).
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4.3.3.2. CARCINUS MAENAS

La figure 17 montre les taux de réduction du chrome (VI) par des extraits
d'hépatopancréas et de muscle lors de trois expériences. Le taux de réduction
correspond a la variation d'absorbance a 372 nm par minute et par gramme de tissu.
L'activité réductrice du muscle sert de référence négative.

En effet, comme les activités réductrices de nos tissus étaient faibles par
rapport aux activités réductrices trouvées dans la littérature, nous avons voulu vérifier
si l'activité réductrice des extraits d'hépatopancréas étaient supérieures aux activités
réductrices d'extrait d'un tissu non spécialisé dans la détoxification du chrome. Nous
avons choisi d'utiliser le muscle. Pour chaque expérience, 1'activité réductrice des
extraits d'hépatopancréas est plus forte que 1'activité réductrice des extraits de
muscles. Il faut souligner toutefois 1'importance de la variabilité individuelle.

4.3.4. VERIFICATION DE LA NATURE DES REDUCTEURS
IMPLIQUES PAR ADDITION D'INHIBITEURS

Comme nous 1'avons vu dans la bibliographie, les deux types de molécules
qui sont susceptibles de jouer le role de donneurs d'électrons dans la réduction du
chrome (VI) dans des conditions physiologiques de pH sont d'une part 1'ascorbate et
d'autre part, les molécules possédant un groupement sulfydryle. Parmi ces dernieéres,
le glutathion est la molécule la plus abondante dans le milieu cellulaire donc la plus a
méme de jouer un role dans la réduction du chrome (VI) (Connett et Wetterhahn,
1984). Standeven et Wetterhahn en 1991 démontrérent en incubant des ultrafiltrats de
foie et de rein de rats avec d'une part du L-ascorbate oxydase et avec d'autre part du
N-éthylmaléimide, que l'ascorbate était le réducteur intracellulaire principal de
chrome (VI). Cependant d'autres auteurs pensent que l'ascorbate et les molécules
possédant un groupement thiol, notamment le glutathion, agissent de fagon
complémentaire (O'Brien et al., 1992)

Nous avons renouvelé 1'expérience avec les extraits d'hépatopancréas de
Carcinus maenas. Les résultats de la figure 18 représentent les moyennes de trois
expériences de mesures d'absorbance de trois extraits d'hépatopancréas de Carcinus
maenas. Nous avons choisi de prendre la pente de la droite de régression des
variations d'absorbance a 372 nm en fonction du temps comme taux de réduction du
chrome (VI). La premieére colonne de 1'histogramme présente le taux de réduction du
Cr (VI) par des extraits d'hépatopancréas. Dans les deux autres colonnes, nous
trouvons les taux de réduction du Cr (VI) par des extraits d'hépatopancréas dans
lesquels on a ajouté d'une part du L-ascorbate oxydase qui inhibe I'ascorbate, et
d'autre part du N-éthylmaléimide qui bloque les groupements sulfydryles des
molécules.
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Figure 18 : Effets de I'ajout dans des extraits d'hépatopancrés de Carcinus
maenas d'un inhibiteur de I'ascorbate et d'un inhibiteur des molécules possédant des
groupements thiols sur l'activité réductrice des extraits d'hépatopancréas. 945 pl
d'extraits d'hépatopancréas sont mélangés avec 52.5 pul de solution Tris, ou avec 52.5
pl du L-ascorbate oxydase (dilution dans la solution Tris pour obtenir 5 U/ml), ou
avec du N-éthylmaléimide de concentration 8 mM. Les mélanges sont incubés
pendant 4 mn, puis 52.5 pl de solution de chrome (VI) 2.5 mM est ajouté.
l'absorbance a 372 nm est suivie.
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Figure 19 : enregistrements ESR A) de 0.0205 gr/ml
d'hépatopancréas de Palaemon elegans dilué¢ dans une solution Tris; B) 5 minutes
apres le mélange de I'extrait d'hépatopancréas avec du Cr (VI) afin d'obtenir une
concentration dans le tube ESR est 10-4 M); C) 30 minutes aprés le mélange, D) 18
heures aprés le mélange. Champ magnétique initial = 3490.05 Gauss. Champ
magnétique final = 3580.15 Gauss.
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Figure 20 : enregistrements ESR A) de 0.0205 gr/ml d'hépatopancréas de
Palaemon elegans dilué dans une solution Ringer; B) 6 minutes apres le mélange de
cet extrait avec du chrome (VI) (concentration finale de 10-4 M); C) 16 minutes aprés
le mélange; D) 18 heures apres le mélange alors qu'il est déficient en Op; E) 18
heures apres le mélange alors qu'il est saturé en O>. Champ magnétique initial =
3489.49 Gauss. Champ magnétique final = 3579.99 Gauss.




Nous notons que la diminution du taux de réduction du chrome (VI)
engendrée par les deux inhibiteurs est presque semblable. D'apres nos résultats,
l'ascorbate et les molécules possédant un groupe thiol interviendraient a part égale
dans la réduction intracellulaire de chrome (VI).

) 4.3.5. DETERMINATION PAR ESR DU PRODUIT FINAL DE LA
REDUCTION DU CHROME (VI)

Le but des expériences ESR est de mélanger des extraits d'hépatopancréas
de Palaemon elegans et de Carcinus maenas avec du chrome (VI), de déterminer le
produit de la réduction du chrome (VI), et de suivre 1'évolution des signaux ESR en
fonction du temps. Cela devra nous permettre d'identifier le chrome (V) et le chrome
(IIT), et I'évolution de I'amplitude du signal au cours du temps devra permettre de
déterminer lequel est le produit final de la réduction dans I'hépatopancréas.

Les figures 19, 20 et 21 sont les enregistrements ESR lorsque du chrome
(VI) est mélangé a des extraits d'hépatopancréas de Palaemon elegans. Nous
observons que lorsque les hépatopancréas sont homogénéisés et centrifugés dans une
solution tampon Ringer, on n'enregistre pas de signal ESR sauf 18 heures apres le
mélange (figure 20). Par contre, lorsque 1'on utilise la solution tampon Tris, on
préserve l'activité réductrice du tissu. Pour les trois expériences, on calcule un g =
1.97 caractéristique du chrome (III). Pour I'expérience concernant la figure 21,
l'extrait d'hépatopancréas est plus concentré que dans les expériences précédentes et
on note, comme on pouvait s'y attendre, un signal de chrome (III) plus élevé. En effet,
la hauteur du signal est proportionnel a la concentration du produit. Donc, pour cette
expérience, l'extrait plus concentré réduit plus de chrome (VI) et produit plus de
chrome (III). 11 faut signaler que I'on ne note pas de signal du chrome (V) dont le g
devait étre de 1.98 ou de 1.99 (Bose et al., 1992; Sugiyama et al., 1990).

Lors de l'expérience de la figure 20, nous avons laissé la mixture dans le
tube ESR pendant 18 heures et nous avons ensuite enregistré un signal de chrome
(1IT) beaucoup plus ample que pour les autres expériences. Une explication serait que
la présence d'oxygeéne pourrait diminuer l'intensité de la réaction de réduction en
détruisant une parties des molécules intervenant dans la réduction. En effet, apres 18
heures, 1'oxygene serait devenu rare dans le tube ESR qui est tres fin et tout a fait
hermétique, et une forte réduction du chrome (VI) aurait pris place.

Les figures 22 et 23 sont les enregistrements ESR lorsque du chrome (VI)
est mélangé a des extraits d'hépatopancréas de Carcinus maenas. Pour ces
expériences, les extraits d'hépatopancréas sont beaucoup plus concentrés. En
conséquence, les signaux ESR sont aussi beaucoup plus grands que ceux concernant
Palaemon elegans. Dans ces cas-ci aussi les signaux sont caractéristiques du chrome

(1IT), avec des g = 1.97.




Figure 21 : enregistrements ESR A) de 0.025 gr/ml d'hépatopancréas de
Palaemon elegans dilué dans une solution Tris; B) d'une solution 10-4 M de chrome
(VD); C) 10 minutes apres le mélange de I'extrait avec du chrome (VI) afin d'obtenir
une concentration finale de Cr (VI) de 10-4 M; D) 20 minutes apres le mélange.

ghamp magnétique initial = 3496.45 Gauss. Champ magnétique final = 3579.66
auss.
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Figure 22 : enregistrements ESR A) de 1.47 gr/ml d'hépatopancréas de
Carcinus maenas dilué dans une solution tampon Tris; B) 10 minutes apres le
mélange de I'extrait avec une solution de chrome (VI) (concentration finale 10-4 M);
C) 30 minutes aprés le mélange; D) 60 minutes aprées le mélange. Champ magnétique
initial = 3491.07 Gauss. Champ magnétique final = 3578.8 Gauss.




Nous avons voulu vérifier I'hypothése émise plus haut sur l'intervention
négative de 1'oxygene. Pour cela, nous avons soumis 1'extrait d'hépatopancréas de
Carcinus maenas et la solution de chrome (VI) a une gazéification d'azote afin d'y
retirer 'oxygene. La figure 23 représente les enregistrements ESR de cette
expérience. 3 minutes apres le mélange de 1'extrait avec le chrome (VI) (figure 23 A),
le signal du chrome (III) est tres faible. Une demi-heure aprés le mélange (figure 23
B) le signal du chrome (III) s'est amplifié. Cependant, une heure apres le mélange
(figure 23C), un précipité s'est formé au fond du tube ESR. La figure 23 C montre
l'enregistrement ESR du fond du tube et nous signale la présence de chrome (III) en
grande concentration. Donc, l'oxygene diminuerait bien l'intensité de la réaction. A
l'abri de 1'oxygeéne, on voit que la réaction de réduction du chrome (VI) se fait de
maniére beaucoup plus intensive pour former du chrome (III) en grande quantité et
qui précipite.

Bose et al. (1990) ont utiliser I'ESR pour déterminer les intermédiaires dans
la réduction du chrome (VI) par le glutathion. Ils trouvérent deux intermédiaires de
chrome (V) dont les signaux augmentaient juste aprées 1'addition du chrome (VI) dans
la solution de glutathion, puis diminuaient. De méme, Sugiyama et al. (1992)
trouverent par ESR que des signaux de Cr (V) étaient présents lors de la réaction du
chrome (VI) avec des cellules V-79 pré-traitées avec de 1'acide ascorbique. Le signal
du chrome (V) diminuait pour laisser place au signal du chrome (III) qui augmentait.

Lors de nos expériences, nous n'avons pas noter d'augmentation du signal
du chrome (III) au cours du temps, c'est-a-dire pas d'augmentation de la concentration
en chrome (III). Donc, une réduction faible se produirait trés vite (dans les trois
premiéres minutes du mélange) puis s'arréterait. Par contre, lorsque la réaction se
produit a 1'abri de I'oxygene (figure 23) le signal du chrome (III) s'amplifierait au
cours du temps. Dans ce cas, la réduction du chrome (VI) continue avec le temps
pour donner des concentrations en chrome (III) toujours plus élevées.
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Figure 23 : enregistrements
ESR A) 3 minutes aprées le mélange de
chrome (VI) (concentration finale de
Cr (VI) = 10-4 M) avec l'extrait 1.47
gr/ml d'hépatopancréas de Carcinus
maenas. Les deux solutions ont été
préalablement gazéifiées avec de
l'azote; B) 30 minutes apres le
mélange; champ magnétique initial =
3491.07; champ magnétique final =
3578.8.C) 60 minutes apres le
mélange, au niveau du précipité.
Champ magnétique initial = 3492.28.
Champ magnétique final = 3579.55.
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5. DISCUSSION GENERALE

Chez les Crustacés, 1'organe généralement impliqué dans le stockage des
métaux lourds est 1'hépatopancréas (Bryan, 1976, voir tableau 6). L'imagerie de
résonance magnétique nucléaire et 1'ESR nous ont permit de prouver que cet organe
était aussi impliqué dans la détoxification et le stockage du chrome. En effet, le
chrome (VI) qui est absorbé préférentiellement par les organismes marins y serait
préalablement réduit en chrome (III).

Une hypothese serait que le chrome (III) soit ensuite incorporé et stocké
dans des granules de 1'hépatopancréas. Cette hypothese est confortée par le fait que le
chrome (III) forme des complexes de coordination trés stables dans les systémes
biologiques (Borel et al., 1984). De plus, Guary et Négrel (1980) montrérent que
divers métaux lourds pouvaient se retrouver dans des granules de phosphate de
calcium de 'hépatopancréas du crabe Cancer pagurus. Selon eux, ces granules de
phosphate de calcium joueraient un role dans la détoxification des métaux lourds en
étant excrétés dans la lumiere du tube digestif. Loret et Devos (1992) confirmérent
cette théorie en prouvant que les cellules R (contenant les granules de phosphate de
calcium) de 1'hépatopancréas de Carcinus maenas sont excrétées de fagon holocrine
dans l'intestin. Ainsi, il est possible que le chrome (III) soit incorporé dans les
granules de phosphate de calcium des cellules R de 'hépatopancréas des Crustacés.
Le chrome (III) serait ensuite excrété dans l'intestin par sécrétion holocrine des
cellules R et serait finalement rejeté dans le milieu extérieur.

D'autre part, nous avons confirmé les données de la littérature stipulant que
le chrome (V1) est plus facilement absorbé que le chrome (III). Cependant, il n'existe
aucunes données permettant d'expliquer ce phénomene. Il est fort probable que la
membrane cellulaire ait une perméabilité différentielle pour le chrome (VI) et pour le
chrome (III). Il serait intéressant d'étudier les systémes de transport intermembranaire
du chrome afin de mieux comprendre les mécanismes a la base de l'absorption
sélective du chrome (VI).

Notre étude a permis de mettre en évidence le role de 1'ascorbate et des
molécules possédant un groupe thiol comme réducteurs cytoplasmiques du chrome
(V1) (voir figure 18). Cependant, nous avons envisagé la possibilité de 1'intervention
d'enzymes réductrices (voir figure 16). En effet, nous avons pu émettre I'hypothése
d'une relation enzyme-substrat. Cela devra étre vérifier par 1'étude de la relation entre
l'activité réductrice d'extraits d'hépatopancréas et la concentration en chrome (VI). Si
la courbe trouvée est de type Michaelis-Menten, la réduction du chrome (VI) est
enzymatique, et les constantes K)f et V) pourront étre mesurées.

Un autre point a discuter est I'absence de détection par spectrophotométrie
du chrome (III) et des intermédiaires de la réduction du chrome (VI). En effet, bien
que les extraits d'hépatopancréas de Carcinus maenas et de Palaemon elegans
montrent la capacité de faire diminuer la concentration en chrome (VI) qu'on leur
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Figure 24 : A) Spectre d'absorption du mélange réactionnel a pH 2.60 du
glutathion (50 mM) avec du chrome (VI) (10 mM) a divers intervalles de temps : a)
Cr (VI) seul; b) réaction immédiatement apres le mélange; de c) a i) réaction
enregistrée a des intervalles de 1 minute; j) deux heures apres le mélange.

B) Spectre d'absorption de 250 a 550 nm d'un mélange de Cr
(VI) (2 10-4 M) avec du glutathion (0.01 M). Les autres annotations et conditions
sont similaires a celles de A). (Bose et al., 1991)
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Figure 25 : Spectre d'absorption de 300 a 700 nm du mélange de 1.35 ml
d'extrait d'hépatopancréas de Palaemon elegans (surnageant de 0.0355 gr
d'hépatopancréas homogénéisé dans 2 ml de solution tampon Tris et centrifugé a 4°C
a 10 000 g pendant 2 heures) avec 0.15 ml de solution de chrome (VI) 0.5 mM a
divers intervalles de temps : a) 3 minutes apres le mélange; b) 10 minutes apres le
mélange; ¢) 50 minutes aprés le mélange.
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ajoute, donc de produire des intermédiaires de réduction et du chrome (III), on ne
mesure aucun signaux spectrophotométriques de ces derniers. Dans la littérature, lors
des études in vitro de la réaction du chrome (VI) avec divers molécules réductrices,
les intermédiaires et le produit sont visibles par spectrophotométrie. Les complexes
de thioesters de chrome (VI) par exemple absorbent a des longueurs d'onde entre 420
et 440 nm (Connett et Wetterhahn, 1985), et le chrome (III) absorbe entre 550 et 650
nm (Bose et al., 1991) (figure 24).

La figure 25 représente les résultats que nous avons obtenu en suivant les
absorbances des intermédiaires et des produits. Nous avons suivi les variations
d'absorbance de 300 a 700 nm, 3 minutes, 10 minutes et 50 minutes apres le mélange
du chrome (V1) avec un extrait d'hépatopancréas de Palaemon elegans. Si la
diminution de l'absorbance a 372 nm, qui correspond a la diminution de la
concentration en chrome (VI), est visible, les variations des autres longueurs d'onde
sont tres faibles et non visibles.

~De méme, par ESR, il aurait été possible de voir les signaux du chrome (V)
a un g voisin de 1.99 lors de la réaction du chrome (VI) avec les extraits
d'hépatopancréas. En effet, Bose et al. (1987) ont signalé la présence de deux
intermédiaires de chrome (V) a g = 1.985 et a g = 1995 lors de la réaction du chrome
(VI) avec une solution de glutathion (20-50 mM) a pH = 8.2. De méme, Sugiyama et
al. (1990) ont détecté la présence de chrome (V) a un g = 1.989 lors de 1'analyse par
ESR de cellules V-79 prétraitées avec de 1'acide ascorbique et mélangées avec du
chrome (VI) (200 uM). Cependant lors de nos analyses ESR, nous n'avons pas
mesuré de signaux de chrome (V), mais uniquement des signaux caractéristiques du
chrome (III).

Une premiere hypothese serait que les extraits d'hépatopancréas posseédent
une trop faible activité réductrice par rapport aux activités réductrices des solutions
enzymatiques utilisées dans la littérature. Dans ce cas, la production d'intermédiaires
et de chrome (III) serait trop faible pour étre visible. En effet, lors des expériences in
vitro relevées dans la littérature, les concentrations en molécules réductrices sont en
général trois fois plus élevées que celle en chrome (VI). La figure 26 montre les
diminutions d'absorbance a 372 nm du chrome (VI) (3.7 10-4 M) mis en présence de
molécules réductrices possédant un groupe thiol, le glutathion et la pénicillamine (2.5
10-2 M). Précédemment, la figure 16 montrait nos résultats de diminution de
l'absorbance a 372 nm avec des extraits d'hépatopancréas de Palaemon elegans mis
en présence de chrome (VI) 50 ou 20 pM. Nos résultats montrent une diminution
d'absorbance trés faible. Lorsque nous utilisons des concentrations en chrome (V1)
plus élevées, nous n'obtenons aucune diminution de I'absorbance. Cette faible activité
réductrice des extraits d'hépatopancréas expliquerait une production d'intermédiaires
et de chrome (III) trop faible pour étre visibles par spectrophotométrie.

Une seconde hypothéese provient des expériences ESR. Ces expériences ont
permis de signaler une différence lorsque les réactions sont menées a 1'abri ou non de
l'oxygene. En effet, lorsque la réaction du chrome (VI) avec les extraits
d'hépatopancréas de Carcinus maenas se déroule en présence d'oxygene, 'amplitude
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Figure 26 : Variation de I'absorbance a 372 nm en fonction du temps durant
la réaction du chrome (VI) avec le glutathion (---) et avec la pénicillamine () a25°C
dans 1 M Tris-HCl, EH =74.( ) avec la solution tampon. Concentration initiale
en Cr (VI) = 3.7 10-4 M. Concentration en molécules a groupe thiol =2.5 10-2 M.
(Connett et Wetterhahn, 1985).
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du signal du chrome (III) est constante en fonction du temps (figure 19, 21 et 22).
Dans ce cas et contrairement a ce que 1'on pouvait attendre, la concentration de
chrome (IIT) n'augmente pas avec le temps. Aprés 3 minutes (figure 19), il semble que
la réaction de réduction du chrome (VI) soit terminée. Par contre, si 1'oxygene est
retiré de l'extrait de tissu et de la solution de chrome (VI), la réaction produit un
signal de chrome (III) qui augmente en fonction du temps. La réduction du chrome
(VI) se poursuit toujours 60 minutes apres le mélange du chrome (VI) avec l'extrait
de tissu (figure 23), et continue probablement ensuite.

Donc, la seconde hypothése serait qu'en présence d'oxygene, 1'activité
réductrice des extraits d'hépatopancréas soit détruite apres quelques minutes de
réaction. En effet, il est probable que lors de I'homogénéisation des tissus, les
molécules réductrices cytoplasmiques tels 1'ascorbate et le glutathion soient en partie
oxydées par 'oxygene. Cela expliquerait d'une part les faibles taux d'activité
réductrice des extraits d'hépatopancréas que nous avons mesuré tout au long de notre
étude, et d'autre part 1'absence de détection des intermédiaires qui seraient en
concentration trop faible. Il serait intéressant de vérifier cette hypothése en gazéifiant
les extraits d'hépatopancréas et les solutions de chrome (VI) avec de 1'azote (ce qui
permet d'y retirer I'oxygéne) avant de suivre l'activité réductrice par
spectrophotométrie. Il est fort probable que les taux de réduction du chrome (VI)
soient plus conséquents. Une autre solution serait de traiter les hépatopancréas avec
une solution Tris ajoutée d'acide diéthylenetriaminepentaacétique (DETAPAC),
molécule qui selon Standeven et Wetterhahn (1991) permet de protéger les molécules
réductrices sans interférer dans la réduction du chrome (VI).
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6. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce travail effectué au département de pollution marine de "Queen Mary and
Westfield College" avait pour but de débuter I'étude d'un mécanisme de défense bien
précis : celui mis en place par les Crustacés marins face a la toxicité du chrome.
Beaucoup de mécanismes de protection des invertébrés marins contre la toxicité de
certains métaux sont connus. Pour certains métaux, le cycle complet dans les
invertébrés marins, 1'absorption, le transport, la transformation, le lieu et la forme de
stockage, la durée de stockage, le taux d'excrétion sont parfaitement compris.
Cependant, le phénoméne de détoxification du chrome restait obscur. Ce travail est
donc le début de 1'étude qui permettra d'éclaircir les nombreux aspects du mécanisme
de détoxification du chrome par les Crustacés marins.

Nous admettons que les conclusion tirées de 1'étude de Carcinus maenas et
de Palaemon elegans sont généralisables aux Crustacés Décapodes. La premiére
conclusion que nous avons tiré de nos travaux est que conformément aux données de
la littérature, le chrome (VI) est la forme du chrome qui est absorbée par les
organismes marins. La seconde est que le site de détoxification du chrome chez
Palaemon elegans et Carcinus maenas est 'hépatopancréas. C'est dans cet organe
que le chrome (VI) est métabolisé en un produit moins toxique pour l'organisme,
c'est-a-dire en un élément plus stable, donc moins susceptible d'interagir avec les
molécules cytoplasmiques.. Nous avons déterminé par imagerie de résonance
magnétique nucléaire et par ESR que cette transformation correspondait a la
réduction du chrome (VI) toxique en chrome (III). Une troisi¢éme conclusion est que
'hépatopancréas joue également le role d'organe de stockage du chrome (III). Une
hypothése serait que le chrome (III) s'y trouve lié aux granules de phosphate de
calcium que contiennent les cellules R de 'hépatopancréas. Dans ce cas, le chrome
(IIT) serait excrété en méme temps que les cellules R dans 1'intestin puis dans le
milieu extérieur.

Lorsque nous avons voulu étudier les taux de réduction du chrome (VI) par
des extraits d'hépatopancréas, nous avons eu quelques problemes. En effet, ces taux
étaient trés faibles et trés instables. Les hypothéses que nous avons émises pour
expliquer ces problémes pourront permettre dans 1'avenir de les contourner et
d'approfondir cet aspect de 1'étude de la détoxification du chrome. Pour cela, il serait
intéressant que la réaction de réduction s'effectue a 1'abri de I'oxygene qui est
susceptible d'oxyder les molécules réductrices cytoplasmique. Une solution serait de
gazéifier les extrait d'hépatopancréas et la solution de chrome (VI) avant de suivre le
taux de réduction par spectrophotométrie. Cela devra permettre d'obtenir des taux de
réduction beaucoup plus élevés. En conséquence, il sera peut-étre possible de suivre
par spectrophotométrie I'évolution dans le temps des concentrations des
intermédiaires et du chrome (III).

De plus, afin d'approfondir 1'é¢tude de la réduction du chrome (VI), il sera
nécessaire de faire une étude cinétique classique, en mesurant les taux de réduction
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des extraits d'hépatopancréas en fonction de la concentration en chrome (VI). Cela
devra permettre de confirmer ou d'infirmer I'hypothése d'une participation
enzymatique dans la réduction du chrome (VI).

Enfin, il serait intéressant de voir si les organismes marins développent une
activité réductrice accrue lorsqu'ils sont soumis a une pollution en chrome croissante.
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