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oysters (Crassostrea gigas) exposed through sea water or via particulate matter (natural
sediment, diatoms). The physico-chemical forms of silver stored in oysters suggests a
moderate transfer to consumers. [n the case of copper, transfer through feeding is not
a negligible factor, through the associated risk is not doubt limited because of the key
biological role played by this metal, and it therefore merits careful evaluation.
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INTRODUCTION

L'industrie et les ressources marines
sont deux aclivités essentielles pour
I'économie marocaine. Cependant, un
conflit d'utilisation s’installe entre [I'in-
dustrie qui met en jeu des métaux
lourds, et I'aquaculture développée en
zbnes cotieres sujettes aux rejets de
polluants. Aussi est-il nécessaire de
prévoir le devenir des métaux lourds
au niveau du littoral.

La concentration globale d’un pol-
luant métallique au niveau des orga-
nismes est souvent considérée
comme indicateur de sa toxicité po-
tentielle. Cependant un effet biologi-
que ou écologique ne suit pas
nécessairement l'accumulation des
metaux par les organismes marins.
En effet chez les organismes manifes-
tant un pouvoir de bioconcentration
élevé des polluants, tels que les mol-
lusques filtreurs (Huitre et Moule) in-
ternationalement  retenus comme
indicateurs biologiques de pollution, il
existerait des mécanismes qui per-
mettent de séquestrer le métal sous
des formes physico-chimiques peu ou
pas toxiques, pouvant étre disponibles
ou non aux maillons suivants de la
chaine trophique.

Selon Campbell et al, (1988) un
métal est considéré comme biologi-
quement disponible guand il peut étre
pris par un organisme et peut réagir
avec sa machinerie métabolique. Plu-
sieurs facteurs peuvent controler cette
biodisponibilité : a) la spéciation chi-
mique des métaux tant au niveau du
vecteur de contamination qu'au ni-
veau de l'organisme contaminé ; b)
les caractéristiques spécifiques de la
matiére en suspension qui représente
le «point d’entrée » des éléments mé-
talliqgues dans les chaines trophiques
marines a mollusques filtreurs. Des
études ont montré que des parame-
tres comme la taille et la nature (or-
ganique ou inorganique) des
particules peuvent favoriser ou non
leur utilisation par le maillon suivant
et, par conséquent, le transfert, dans
la chaine trophique des polluants qui
leurs sont associés (In: Campbell et al.,
1988).

I' est donc intéressant pour toute
prévision d'effet biologique ou de
transfert éventuel des éléments mé-
talliques dans les chaines trophiques
marines d'estimer la biodisponibilité
de ces derniers pour chague maillon
trophique. Nous avons développé une
meéthodologie pour étudier le transfert
de micropolluants dans une chaine
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alimentaire comprenant : eau - parti-
cules en suspension (inertes ou vi-
vantes) - bivalves - mammiferes.

Limportance relative des deux vec-
teurs de contamination (eau, nourri-
ture) pour les bivalves a été étudiée
expérimentalement du fait que la
concentration globale des métaux au
niveau d’organismes contaminés in si-
tu n’informe pas sur la contribution re-
lative de ces deux vecteurs dans
l'accumulation du polluant.

LA PHASE PARTICULAIRE
EN SUSPENSION

La phase particulaire en suspension
dans les milieux aquatiques (Algues,
Bactéries, particules inertes organi-
ques ou inorganiques) constitue la
base des réseaux trophiques et d'au-
tre part, présente souvent une grande
capacité d'accumulation a I'égard de
nombreux polluants dispersés dans
I'environnement. Cette phase apparait
donc comme un vecteur potentiel de
transfert de ces polluants dans les
chaines alimentaires. Il convient
d'élucider ce rble, ce qui nécessite
d’évaluer quantitativement le pouvoir
contaminant des différents compo-
sants de la phase particulaire. Cette
évaluation ne peut étre abordée de fa-
¢on convenable que siI'on dispose de
particules dont les caractéristiques
(taille et niveaux de contamination en
particulier) sont parfaitement connues
et dont les quantités sont suffisantes
pour que la reproductibilité des doses
de contaminants distribuées aux mol-

lusques filtreurs soit assurée, dans
des expériences conduites & moyen
ou long terme.

Dans le cas de notre modéle ex-
périmental de chaine trophique, la
phase particulaire est constituée de
particules vivantes (Diatomée Haslea
ostrearia) et de sédiment naturel riche
en particules organiques susceptibles
d'étre digérées a I'égal des particules
organiques vivanies.

a) La phase particulaire inerte

D’aprés les travaux de Sornin et al.
(1988) des données précises sur
I'utilisation d’argiles pures par I'Huitre
Crassostrea gigas Thunberg, mon-
trent que les particules de taille infé-
rieure a 2,5um (illite) ne sont pas
retenues efficacement par le Bivalve,
celles de taille supérieure a 5pum
(montmorillonite) sont rejetées sous
forme de pseudoféces. La kaolinite de
taille intermédiaire (3-4 um) apparait
comme largile la mieux adaptée
comme vecteur de contaminants a I'e-
gard des Bivalves.

Les particules les plus fines du sé-
diment naturel choisi ont été sélec-
tionnées par élutriation. Cependant
aprés remise dans I'eau de mer, 80 %
des particules formées ont une taille
comprise entre 4,37 et 23,69 um avec
une moyenne de 11,38 um (granulo-
métrie Laser). En se basant sur les
données mentionnées ci-dessus, il
paraissait que des particules de cette
taille ne seraient pas filtrées par I'Hui-
tre C. gigas. Toutefois il est connu que
les huitres sélectionnent les particules



82 H. Ettajani, L. Pirastru

disponibles en fonction de leur nature
organique ou minérale (Deslous-Paoli,
comm. pers.). Une expérience annexe
a montré que ces particules riches en
matiére organique ont été effective-
ment ingérées par les huitres.

L'affinité des particules sédimen-
taires a 'égard des micropolluants,
détermine la quantité globale de
micropolluants susceptible d’étre ingé-
rée par les mollusques filtreurs, ainsi
que leur biodisponibilité. Selon Kers-
ten et Foérstner (1989), les fractions
échangeables du métal sont plus im-
portantes dans les particules en sus-
pension que dans les sédiments
déposés, ce qui induirait un relar-
guage relativement aisé des métaux
dans le milieu, et par conséquent la
diminution de la quantité susceptible
d'étre réellement transférée aux mol-
lusques filtreurs par cette voie parti-
culaire. Nous avons retrouvé un
phénomene similaire en milieu expé-
rimental lorsque les huitres ont été ex-
posées aux particules inertes
contaminées par le cuivre (toutefois le
métal libéré dans 'eau reste disponi-
ble pour une éventuelle bioaccumula-
tion par voie directe).

Aprés ingestion du sédiment conta-
miné par le Mollusque filtreur, les phé-
noménes de la digestion joueront un
role considérable dans I'extraction des
éléments traces et ce d'autant plus
que la présence des particules dans
le tube digestif sera plus fongue. L'ex-
traction digestive est d'autant plus ef-
ficace que la taille des particules est
plus faible (Campbell, 1988).

Des auteurs ont montré que la bio-
disponibilité de certaines formes du
métal lié aux particules peut étre in-

versement proportionnelle a la force
de la liaison métal-particule (Luoma &
Jenne, 1977). De ce fait certaines
fractions du métal peuvent étre plus
«disponibles » que d’autres. Tessier et
al. (1979) ont mis au point une mé-
thode dite «d’'extraction fractionnée »
qui consiste en des attaques de plus
en plus «agressives » du sédiment au
moyen de réactifs différents, ce qui
permet d’examiner la distribution des
elements traces au niveau des parti-
cules sédimentaires. Ces extractions
ont un intérét direct limité dans la me-
sure ou elles ne peuvent pas mimer
les systéemes biologiques mis en jeu
dans les processus de résorption et
d’extraction des éléments traces ad-
sorbés aux niveau des particules.
Elles restent cependant un outil effi-
cace pour estimer la biodisponibilité
des polluants : chez Nereis diversico-
lor par exemple, il a été montré que
les niveaux d’argent, de cadmium, de
cobalt et de zinc étaient mieux corré-
lés avec les concentrations dans cer-
tains extraits (acétate d’'ammonium
1N pour Zn, HCI 1N pour les autres
métaux) qu'avec les concentrations
globales dans le sédiment. Par contre,
la disponibilité du plomb est aussi
bien corrélée aux concentrations to-
tales dans le sédiment qu'aux concen-
trations extractibles (Luoma, 1983).
Les extractions fractionnées peuvent
également étre d’une utilité indirecte
considérable pour 1) établir la capa-
cité de liaison du métal a la particule ;
2) connaissant la distribution du métal
au niveau du sédiment, prévoir sa ré-
ponse la plus probable aux change-
ments des conditions physico-chimiques
tels I'acidification ou les dragages.
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b) La phase particulaire vivante

En ce qui concerne les microorga-
nismes, la prise d’'un métal par ces
derniers peut modifier effectivement
sa biodisponibilité a I'égard des orga-
nismes du maillon suivant. Flatau et
Gauthier (1983) ont montré que le
cadmium fourni aux moules (Mytilus
edulis) par l'intermédiaire de souches
bactériennes préalablement cultivées
sur milieu cadmié, était plus accumulé
par les organismes que le cadmium
ionique. De méme, chez les huitres
laccumulation du mercure augmente
en présence de bactéries ayant accu-
mulé ce métal : celles-ci en effet, ef-
fectuent une méthylation du mercure
inorganique sous forme de méthyl-
mercure le rendant plus assimilable
par les organismes (Colwell et al,
1975; 1976 ; 1977 ; Berk et al,
1978).

Bryan (1984) a souligné linfluence
importante de la nature de la matrice
nutritive dans 'accumulation des mé-
taux chez les Mollusques. Or, il a été
montré que I'exposition a des pol-
luants métalliques peut modifier la va-
leur nutritive de certains organismes
phytoplanctoniques. Ainsi, la contami-
nation de la microalgue Tetraselmis
suecica par l'argent et le cuivre peut
induire une perturbation au niveau du
systéeme enzymatique de stockage
des polysaccharides, ce qui entraine-
rait une réduction au niveau du sucre
de ce nutriment particulaire (Ballan-
Dufrangais et al., in press).

Dans le cas de notre modele ex-
périmental, nous avons étudié «la
qualité » d’'H. ostrearia aprés contami-

nation par différentes concentrations
d'argent et de cuivre. Linfluence de
ces concentrations aussi bien sur le
plan quantitatif (coefficient de crois-
sance des algues), que sur le plan
qualitatif (teneurs en azote et en car-
bone particulaire, teneurs en pigments
totaux et en marennine) a été exami-
née (Fig. 1 et 2).

Un test d'interaction entre I'argent
et le cuivre a été effectué. Ces inter-
actions entre polluants peuvent
conduire éventuellement a une exalta-
tion (synergie) ou a une limitation (an-
tagonisme) de leurs effets toxiques in-
dividuels, phénoméne que nous avons
retrouvé chez H. ostrearia (Fig. 2).

Le choix des niveaux d’exposition
d'H. ostrearia a I'argent et au cuivre
était délicat dans la mesure ou il a
fallu respecter plusieurs impératifs.
Ces niveaux devaient étre: 1)
compatibles avec les niveaux suscep-
tibles d’étre rencontrés dans les envi-
ronnements pollués; 2) compatibles
avec le développement d’'une biomasse
algale suffisante pour constituer des
stocks de nourriture phyto- planctoni-
que conséquents ; 3) induire un ni-
veau d'imprégnation des algues
suffisant pour qu'un éventuel transfert
au consommateur soit mesurable.
Pour Skeletonema costatum, des
concentrations de 20ug Ag/l et 50ug
Cu/l répondaient a ces exigences
(Martoja et al., 1988 ; Amiard et al,
1989). Il en est de méme pour T. sue-
cica. Cependant H. ostrearia a mani-
festé une sensibilité plus grande aux
deux métaux ce qui nous a conduit a
choisir des niveaux d’exposition rela-
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Fig. 1. — Bioaccumulation et effets biologiques du cuivre & 'égard de la Diatomée Haslea ostrearia
cultivée sur un milieu ayant regu des enrichissements croissants de ce métal (T: témoin; Cu 7,5:
milieu enrichi en cuivre a 7,5ug/).

A — Concentration du cuivre dans les algues. B — Infuence sur la croissance (le coefficient de
croissance est le rapport entre le nombre de cellules dans un milieu donné et le nombre de cellules
dans le milieu témoin); C a F — Infuence sur la composition de la biomasse algale.

Fig. 1. — Bioaccumulation and biological effects of copper to the diatom Haslea ostrearia grown in
Cu-enriched media (T: Control; Cu 7,5: Cu overload in seawater = 7,5 pg/l).

A — Cu concentration in algae; B - Influence on growth (the growth coefficient is the ratio between
the cell number in a given medium and the cell number in control); C to F — Influence on constituants
of the algal biomass.



Méthodologie pour prévoir le transfert des métaux lourds 85

Concentration en Ag (Pg/q) Coefticient de croissance

1400 1,2

A B
1000 osf| =
600 04{| o
200 ™ " ;-;i
0 = 22 2.2k 0 X -:- A:A
T Ag AgCu T Ag

E nrichissement Enrichissement

Chiorophylie a(}Jg/l) Marennine tot (mg/l)

140
100"

60.

20+

g

Envichissement

Enrichissement

Fig. 2 — Bioaccumulation et effets biologiques de I'argent a I'égard de la Diatomée Haslea ostrearia
exposée a ce métal seul (20 ug/l) ou en association avec le cuivre (20 ug/l + 50 ug Cu/l) (T: témoin;
Ag: milieu enrichi en argent; AgCu: milieu enrichi en argent et en cuivre).

A - Concentration de l'argent dans les algues. B — Influence sur la croissance (le coefficient de
croissance est le rapport entre le nombre de cellules dans un milieu donné et le nombre de cellules
dans le milieu témoin); C, D — Influence sur la composition de la biomasse algale.

Fig. 2. — Bioaccumulation and biological effects of silver to the diatom Haslea ostrearia exposed
to this metal alone (20 ug/l) or mixed with copper (20 ug/t Ag/l + 50ug Cufl) (T: control; Ag: Ag-en-
riched medium; Ag-Cu: medium enriched with both Ag and Cu).

A — Ag concentration in algae; B — Influence on growth (ihe growth coefficient is the ratio between
the cell number in a given medium and the cell number in control); C, D — Influence on constituants
of algal biomass.

tivement plus faibles (10pug Ag/;
30ug Cull).

La disponibilité du métal pour le
consommateur est différente selon
que le métal est seulement adsorbé
au niveau de la surface algale ou -
pénétrant dans la cellule - se trouve

lié a des composées moléculaires tels
qgue les phytochélatines. (Grill et al.,
1987). Un ringage des algues préala-
blement contaminées par des agents
complexants specifiques permet de
décrocher le métal adsorbé a la sur-
face algale (par exemple le 8- hydro-
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xyquinoline-5-sulphonate 1 mM utilisé
par Price et Morel (1990) pour la Dia-
tomée Thalassiosira weissflogii conta-
minée par Co, Cd ou Zn).

Au cours d’'un colloque internatio-
nal sur I'écotoxicologie du sédiment
(SEFA, 1991), plusieurs auteurs ont
souligné I'importance de la phase dis-
soute par rapport a la phase particu-
laire dans la bioaccumulation de
plusieurs polluants par les organismes
aquatiques. Une étude expérimentale
sur l'importance des deux voies dans
'accumulation de I'argent et du cuivre
chez I'Huitre C. gigas a montré qu’'a
court terme (2 a 3 semaines) cette es-
péce accumulerait plus d’Ag et de Cu
a partir de la phase dissoute que de
la phase particulaire. Toutefois le
pourcentage de métaux retenu a partir
des particules en suspension (algues
ou sédiment) distribuées aux huitres
était toujours plus élevé que la frac-
tion incorporée a partir de la phase
dissoute (Ettajani et Amiard, in: SE-
FA, 1991). Ceci montre qu'a long
terme la voie alimentaire jouerait un
réle non négligeable dans le transfert
des éléments traces.

BIOACCUMULATION
CHEZ LES BIVALVES

La prise en considération du vecteur
de contamination est trés importante
quant a l'estimation de la biodisponi-
bilité des polluants au niveau du mol-
lusque filtreur. Des études
expérimentales (Berthet, 1990) ont
montré que selon le vecteur de conta-

mination (eau ou nourriture), la spé-
ciation chimique de I'argent au niveau
des tissus de I'Huitre est différente.

Chez les Inventébrés et en particu-
lier chez les Mollusques bivalves, la
bioaccumulation des métaux se fait
selon deux voies principales aboutis-
sant a la liaison des éléments soit
sous forme de métalloprotéines, soit
sous forme de concrétions minérales.
Parmi les métalloprotéines, les pro-
téines apparentées a la métallothio-
néine (protéine de faible poids
moléculaire ; 6 a 10KDa, riche en cys-
téine, thermostable) semble jouer un
role de séquestration efficace pour un
certain nombre de métaux (Ag, Au,
Cd, Cu, Hg, Zn) et dans une large
gamme de concentrations tissulaires
(Nolan et Duke, 1983; Jenkins et
Brown, 1985; Viarengo et al., 1985).
Des concrétions inorganiques sont
également susceptibles de lier diffé-
rents métaux au niveau de cellules
variées présentes dans différents tis-
sus ou organes. Chez les Bivalves,
ces concrétions inorganiques sont fré-
guentes au niveau du rein par exem-
ple chez des Pectinidés (Carmichael
et al, 1979; George et al, 1980;
George, 1982), chez Pinna nobilis
(Ghiretti et al., 1972), Yoldia thraciae-
formis (Brand et al., 1984), Mytilus
edulis (George et Pirie, 1980), Donax
trunculus (Mauri et Orlando, 1982), ...

Pour le métal que nous avons par-
ticulierement étudié, l'argent chez
I'Hultre, nous retrouvons ces deux
types de bioaccumulation sous forme
organique et inorganique. L’Huitre C.
gigas contaminée par l'argent dissous
dans l'eau et/ou incorporé a la nour-
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riture, accumulait le métal essentielle-
ment sous la forme inorganique. Cette
derniere a été déterminée comme
étant du sulfure d’argent qui est une
forme insoluble trés stable (Martoja et
al., 1988). Quant aux formes organi-
ques solubles de l'argent, elles sont
lices a deux composés protéiques (a
et B) dont la masse moleculaire est
respectivement de 300 KDa et de 20
a 28 KDa.

L'importance relative de ces deux
composés organiques liant l'argent
est différente selon que I'Huitre est
contaminée via 'eau et/ou via la nour-
riture. En effet, limportance du
composé (B) augmente lorsque le
vecteur eau intervient dans la conta-
mination, alors que lors d’'une conta-
mination par voie alimentaire, le
composé (o) est plus important. Dans
le cas d'une contamination mixte, le
pourcentage d’argent soluble est plus
élevé dans le composé de faible
masse moléculaire () que dans celui
de haute masse moléculaire ().

Une fraction importante de I'argent
étant immobilisée sous une forme
physico-chimique stable (sulfure d'ar-
gent), tel qu’elle ne soit pas dégradée
au cours du transit digestif, le transfert
eventuel se trouverait Ilimité. Par
contre, la présence dans les mollus-
ques d’autres composeés solubles tels
que les métalloprotéines, demande
une évaluation plus fine du risque de
transfert, pouvant aller jusqu’a la mise
en place d’'expériences d’alimentation
de petits mammiféres a partir de mol-
lusques. Ceci permettrait de voir la ré-
partition du metal au niveau du
mammifére et d’estimer les entrées et

les sorties du polluant (urine, feces, ...
etc.).

Plus généralement comme [ont
souligné Martoja et Martoja (1984), un
métal associé a une métalloprotéine
est biodisponible puisque la protéine
peut étre détruite par les enzymes di-
gestives alors gu’il ne I'est pas s'il est
engagé dans une combinaison qui
reste stable malgré la forte acidité du
suc gastrique (par exemple le cuivre
présent sous forme de sulfure chez
les gastéropodes, Bouquegneau et
Martoja, 1982; le mercure présent
sous forme de tienmanite chez les
mammiferes marins, Martoja et Berry,
1980).

CONCLUSION

La complexité des phénoménes rela-
tifs a la contamination des systémes
naturels est liée a la multitude des ac-
tions et des interactions entre les dif-
férents facteurs abiotiques, biotiques
et de contamination. Ces demiers
sont relativement plus contrélés dans
un modéle expérimental. Cependant,
un modele trop simplifié, s'éloignant
des conditions prévalant dans le mi-
lieu naturel ne refléte pas fidelement
les phénoménes naturels. Dans le cas
de notre modele, les niveaux métalli-
ques d’exposition ont été choisis afin
de ne pas provoquer de perturbations
du développement des cultures al-
gales ou de la physiologie des mol-
lusques, mais également de maintenir
dans le milieu externe des concentra-
tions «réalistes» par rapport a celles
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qui peuvent étre rencontrées dans les
milieux les plus pollués.

Les modeles expérimentaux per-
mettent de prendre en considération
plusieurs facteurs et, entre autres de
discerner la part des différentes voies
d’exposition dans lincorporation des
polluants. Les études in situ n’autori-
sent pas cette distinction mais per-
mettent par contre de s’affranchir de
toutes les difficultés d’interprétation
associées a la simplification des mo-
déles expérimentaux. Dans l'un et
lautre type d’approche il est possible
d’examiner la spéciation chimique des
polluants au niveau des différents
maillons de la chaine trophique.

De l'analyse des formes physico-
chimiques sous lesquelles se pré-
sente le polluant, il est possible
d’évaluer avec une probabilité raison-
nable sa biodisponibilité et par consé-
quent de prévoir son devenir dans les
chaines trophiques dont le dernier
maillon pourrait étre 'Homme. Toute-
fois la fiabilité d’une telle prévision re-
pose sur la représentativité des orga-
nismes choisis au sein du réseau tro-
phique et nécessite une connaissance
approfondie de la structure et du fonc-
tionnement des écosystémes cotiers.
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