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TOXICITE AIGUE ET DISTRIBUTION TISSULAIRE DU CUIVRE LORS
D'INTOXICATION SUBAIGUE CHEZ LA TRUITE
ARC-EN-CIEL (SALMO GAIRDNERI)

Mohamed FEKHAOUI', Alain DEVAUX? et Gerard KECK?2
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RESUME

La toxicité aigug du cuivre sous sa forme soluble (Cu2+) et 1'influence de la dureté de
1'eau sur celle-ci sont étudiées chez la truite arc-en-ciel (Salmo gairdneri).la distribution tis-
sulaire du cuivre aprés exposition 3 moyen terme (7 jours) & une concentration de 0,5 mg/l de
Cu2+ montre une accumulation sélective de cet élément dans les branchies par rapport au foie et
au rein. Cependant, la présence naturelle du cuivre dans le foie semble affecter d'une maniére

importante son accumulation dans cet organe. -

SUMMARY

Acute toxicity and tissular distribution of copper during subacute intoxication of Rainbow trout
(Salmo gairdneri). The acute toxicity of copper and the hardness influence were studied on rainbow
trout (Salmo gairdneri). Distribution and retention of copper after short-term exposure (7 days)
to 0,5 mg/l of Cu?+ show a selective accumulation in gills in comparaison with liver and kidney.
However, the natural presence of copper in liver affects its accumulation in this organ.

INTRODUCTION

Le cuivre est un élément essentiel, présent dans de nombreuses proteines et métallo- enzymes
qui sont impliquées dans les réactions d'oxydo-réductions avec 1'oxygéne, dans la production d'é-
nergie et d'autres processus physiologiques. Comme tous les métaux, i1 a une grande affinité pour
les radicaux thiols (SH) des acides aminés soufrés. Dans 1'organisme, le foie retient essentielle-
ment plus Te cuivre que les autres métaux. Chez 1'homme, dans le foie environ 65% du cuivre sont
présents dans la fraction soluble et 8% dans les mitochondries. Les métallo-thionéines, connues
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pour leur grande capacité de stockage des métaux, représentent des sites de fixation privilégiés
du cuivre (EVANS, 1973). Chez les poissons, la teneur naturelle du foie en cuivre maximale obser-
vée chez Noemacheilus barbatulus est de 1'ordre de 156 ppm (SOLBE & COOPER 1967).Elle est de 1'or-
dre de 180 ppm chez 1a truite (CALAMARI & MARCHETTI, 1973). Chez Scardinius erythrophtalamus elle
est beaucoup plus faible de 1'ordre de 9 ppm (VAN HOFF & VANSAN, 1981). Cette teneur est suscep-
tible de varier beaucoup selon 1'espéce et le régime alimentaire. De méme, les effets toxiques
du cuivre vis a vis des organismes aquatiques varient en fonction des espéces et des conditions
physico-chimiques du milieu. ITs concernent des niveaux et des degrés différents chez un méme
individu; perturbations de 1'osmorégulation, essentiellement chez les poissons d'eau douce qui
sont des hyper-osmorégulateurs (LEWIS & al., 1971}, changement du rythme respiratoire (0'HARA 1971)
effet sur le comportement (KLEEREKOPER & al., 1972), effet sur la perception (HARA & al., 1976).
L'évaluation de Ta toxicité aigué de nombreux polluants, notamment le cuivre, repose généra-

lement sur la détermination des CLSO' Cependant, au cours de ces derniéres années de nombreux
auteurs se sont penché@s sur un aspect important de cette toxicité. I1 s'agit de 1'étude de la
cinétique d'accumulation des poliuants, principalement les métaux lourds, dans 1'organisme lors
d'expositions & court et a moyen terme permettant ainsi de mettre en évidence 1'organe d'accumu-
lation préférentielle de ces &léments toxiques. Partant de ce point de vue, nous essaierons dans
ce travail d'étudier la cir*tique de répartition du cuivre chez la truite arc-en-ciel lors d'une
intoxication subaigué&. Comie préalable ad cette étude, nous estimerons la toxicité aigué ducuivre
par la détermination des CL50 24-72 et 96h ainsi que 1'influence de 1a dureté de 1'eau sur la solu-
bilité de ce métal et par conséquent sur satoxicité (modification de la biodisponibilité du cuivre).

TOXICITE AIGUE ET INFLUENCE DE LA DURETE

Matériels et méthodes

= Une série de solutions contenant respectivement 0,06-0,3-0,8-3 et 8 mg/1 de Cu2+ est cons-
tituée; Tes différentes concentrations sont obtenues & partir de Ta dissolution du sulfate pen-
tahydraté (CuSO4 - 5H20) dans une eau de dureté totale 300 ppm de CaCo,. Elles sont réparties
dans 10 bacs d'un volume de 14L, & raison de deux bacs pour chaque solution, plus deux bacs
témoins contenant seulement de 1'eau. Les poissons ont été acclimatés durant une semaine aux
conditions du laboratoire et mis & jeln 48h avant le début de 1'essai.Dans chaque bac 4 trui-
tes sont introduites, soit un total de 8 poissons par concentration. Le brassage et 1'aération
sont assurés par des diffuseurs d'air. L'ensemble est placé dans un grand bac de 1000L rempli
d'eau renouvelée pour limiter les variations de température. Les morts sont récupérés et la
mortalité enregistrée chaque heure. Les observations concernant le comportement, les différents
symptdnes que peuvent présenter les truites sont relevés au cours de 1'essai ainsi que Te pH et
la température de 1'eau des bacs.

RESULTAT ET DISCUSSION

Les résultats de la répartition de 1a mortalité en fonction du temps pour les différentes
concentrations de cuivre utilisées, sont donnés dans le tableau I. On observe une mortalité d'au-
tant plus importante que les concentrations en cuivre sont plus élevées. Le taux de mortalité
atteint 100% aprés un temps d'exposition de 48h pour ies fortes concentrations (3 et 8mg/1). Pour
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les autres concentrations et aprés

93h d'exposition, le taux de morta- Temps (h) 17 19)21 123 |40 l 42| 47/66/88 |93
11té ne dépasse paS 62,5% et 25% res- Concentration “
- ; (mg/1 de Cu<t)

pectivement pourles concentrations c, = 8 12.5 50 87.5] 100
0,8 0,3 et 0,06 mg/1 de Cu2*. Afin Cy =3 12,525 37.5/87.5/100

9 : : Cy = 0.8 40 50(62.5
de stabiliser la variance de la dis Cz - 0.3 12.5 25 |
tribution de la mortalité (%M), nous Cs = 0.06 ] 12.?l25

avons effectué la transformaticn

1ai . ar i \ /%% M 11 res- Tab. I : Répartition de la mortalité (%) en fonction du temps pour les
anguiaire : arc sin 100 * différentes concentrations en cuivre utilisées.

sort de cette représentation gra-
phique (fig. 1)

- les droites C] et C2 correspondant aux concentrations 8 et 3 mg/1 de Cu2+

relativement proches.

présente des pentes

- les pentes des droites C3 et C4, qui correspondent aux concentrations 0,8 et 0,3mg/1 de Cu2+ >
sont beaucoup plus faibles que celles des précédentes.
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Fig. 1 : Cinétique de mortalité (arc sin :%)des concentrations 0,3; 0,8; 3 et 8 ppm de cul*

Ceci montre une mortalité correspondante progressive. Cet aspect 1mﬁortant correspond & 1'ef-
fet cumulatif qdi se produit dans le cas des divers métaux lourds, agents-cumulatifs.Ceci s'exalique
notamment par une absorption continue du cuivre (sous forme de
Cu2+
cié & 1'effet lethal. Ceci est illustré par les CL50 calculées 3 0.8 [0.3-0.8
& partir de la figure 1 (tab. II).

) a des concentrations faibles jusqu'au seuil critique asso- CL5=24h| CLsg=72h| CLg5=96h

La CL;-24h obtenue est de 1'ordre de 3mg/1, alors que les ;g;-pii: IC:S"cter"‘jtl'”taetsl‘;"rsc}::f‘:j:;
CL50-72 et 96h sont beaucoup plus faibles.Elles sont de 1'ordre en ng/l de Cul*,
de 0,8 et 0,3-0,8 mg/1 respectivement. La toxicité du cuivre vis
a vis des poissons, notamment la truite, a été &tudiée par de nombreux auteurs. Ainsi CALAMARI et
MARCHETTI (1973) ont retrouvé une CL50—96h trés proche de celle retrouvée dans la présente étude
et chez 1a méme espéce, de 1'ordre de 0,83 mg/} de Cu+2. Généralement, 1'effet toxique du cuivre vis



158 M. FEKHAOUI & al.

a vis des organismes aquatiques peut se produire & des niveaux et des degrés différents.Les pois-
sons qui sont des hyperosmorégulateurs, freinent la perte ionique et absorbent 1'eau. Les ions
ainsi absorbés sélectivement a travers 1'épithélium branchial sont retenus dans la vessie (RENFO
et al., 1973). Cependant, les branchies sont, le premier site de 1'osmorégulation et de 1a respira-
tion. De ce fait, elles sont trés vulnérables aux lésions car elles sont en contact direct avec
les toxiques. Les perturbations de 1'osmorégulation, induites par le cuivre a la suite des altéra-
tions importantes de la structure branchiale, sont reflétées par la composition ionique du sang
(LEWIS etal., 1971, O'CONNER et FROMM, 1975). Outre 1'effet sur 1'osmorégulation, le cuivre a
un effet sur le rythme respiratoire. Ainsi une concentration de 2,4 mg/1 de Cu2+fait augmenter le
rythme respiratoire de Lepomis macrochirus (0'HARA, 1971). Cette é&lévation de la fréquence de
ventilation tend & augmenter 1'apport en oxygéne, suite a une défaillance dans 1'échange gazeux.

INFLUENCE DE LA DURETE SUR LA TOXICITE DU CUIVRE

D'aprés la figure 1, les concentrations 8 et 3 mg/1 de Cu2+ donnent lieu a la méme cinétique

2 une forte précipita-

de mortalité. De plus, dans le bac contenant la solution de 8 mg/1 de Cu
tion de couleur bleudtre a été observée. Ces deux faits nous laissent penser & une interférence
de certains paramétres du milieu, essentiellement la dureté, avec le cuivre dissous.

Généralement l1a toxicité des métaux lourds est plus importante dans une eau douce que dans une eau
dure. E1le est liée directement & leur solubilité qui dépend de la concentration en ions bicevbona-
tes. Dans Te cas du cuivre, les équilibres possibles entre le Cul*et 1e bicarbonate sont les sui-

vants (d'aprés SCAIFE, 1957) :

cust +  HCO_ cuHco™ (1)
3 3
la constante d'équilibre @uﬂcog
Klz 2+ =
]
[Cuzﬂ + HCO] 3 cuco, + H' (2)

CuCO3j [H+ ]

d'olu K = ===
? # Qo3 ]
Eiu HCO3

d'aprés les équations (1) et (2), la concentration en cuivre totale est :

[Cu t__]= [Cu2+] + [ cuco, | + [ cuticol, |
K, + K, = [?ut] - [ﬁuzf]
C(H] [Cu2+] [Hco3‘j

Cet équilibre dépend étroitement du pH. Le cuivre en solution existe donc sous la forme
ionique Cu2+ et 1a forme insoluble CuCO3 avec libération d'un ion hydrogéne.
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Ainsi la présence du cuivre sous sa forme libre dépend essentiellement de la concentration
en ions bicarbonates. BRUNGS et al. (1976) ont observé que les limites de tolérance (TL) chez
le vairon Phoxinus phoxinus, varient en fonction

de Ta dureté comme le montre le tableau III : TLge (limite de tolérance
aprés 96 h d'exposition)

En passant d'une dureté de 148 ppm & 360 ppm,

s s = \ ;= dureté totale]
la limite de tolérance augmente d'une maniére (ppm CaC0,) (Cuy) (Cuy)
importante pour le cuivre total (Cut). Par contre
.z . : 148 1.6 0.6
Cu,). .
elle a peu varié pour le cuivre dissous ( d) 360 2 0. 96

Nous en déduisons que 1a majorité de ce dernier
Tab. III : Variation de la limite de tolérance (TL)

en fonction de la dureté de l'eau chez le vairon
explique 1'augmentation importante de la TL96 du (Phoxinus phoxinus).

a été complaxée sous une forme insoluble, ce qui

cuivre total.

Ces observations nous permettent de conclure,

. . jours ler| 2éme| 38me| 4&me |5éme
qu'au cours de nos essais, une partie du cuivre ~
. . . Température| _ 8 8 10 10.5
dissous & la concentration 8 mg/1, dans une eau (°C) :
de dureté totale de 300 ppm de CaC0, & pH 8,5 (tab. pH” 8.5/8.1 |8.2 | 8.2) 8.2

IV), est précipitée sous forme de carbonate inso- fab. IV : Variations de la température et du pH
luble. Ceci pourrait expliquer la cinétique de au cours des différents essais.
mortalité identique pour les concentrations 3et

8 mg/1 de cul*. La complexation du cuivre influe

directement sur sa disponibilité vis a vis des organismes aquatiques, donc réduit sa toxicité.

TOXICITE SUBLETHALE ET CINETIQUE D'ACCUMULATION DU CUIVRE

MATERIELS ET METHODES

Des truites arc-en-ciel de 40-50 g sont utilisées. Elles sont acclimatées durant une semaine

et mises a jedn 48 h avant 1'expérimentation. Trois lots de 50 truites chacun sont formés :
- 1 lot témoin,
- 2 lots expérimentaux (essai 1 et 2) exposés & 0,5 mg/1 de cu?

Chaque bassin contient 100 litres d'eau d'une dureté de 300 ppm de CaCO3. L'oxygénation et
le brassage sont assurés par aération artificielle. Des prélévements de 5 poissons sont effectués
quotidiennement dans les trois bassins pendant 7 jours et les individus sacrifiés. Les poissons
sont examinés et autopsiés. Les organes, foie, rein et branchies sont regroupés par "pools" de
5 poissons. Les teneurs en cuivre sont déterminées par dosage en spectrophotométrie d'absorption
atomique, aprés une minéralisation pré&alable au four & 550°Cet reprise des cendres avec un mélange
d'acide nitro-chlorhydrique.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats des analyses d'organes (foie, rein et branchies) sont représentés dans les ta-
bleaux V, VI, VII et les figures 2,3 et 4. Toutes les valeurs sont exprimées en ppm de poids sec.
Les figures 2,3 et 4 i1lustrent les relations entre les teneurs en cuivre dans les différents orga-
nes et le temps d'exposition. Il est & noter qu'aprés 7 jours d'exposition une mortalité bru-
tale a été enregistrée pour 1'ensemble des poissons.
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Fig. 2 : Variation de la teneur du rein (en ppm de cuivre/poids sect) dans
L'essai 1 et 2 durant 7 jours d'exposition.
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Fig. 3 : Variation de la teneur du foie (en ppm de cuivre/poids sec)
dans L'essai 1 et 2 durant 7 jours d'exposition.
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Fig. 4 : Variation de la teneur des branchies (en ppm de cuivre/poids sec)

dans L'essai 1 et 2 durant 7 jours d'exposition.
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Cinétique d'accumulation du foie et du rein

Au vu des valeurs enregistrées pour ces deux organes par rapport a celles du témoin, aussi
bien dans 1'essai 1 que dans 1'essai 2 (tabl. VI et VII), i1 semble que 1'accumulation du cuivre

soit trés faible et peu significative. Ainsi dans le
foie (fig. 3}, les teneurs mesurées au premier et au
deuxiéme jour (349 ppm essai 1 et 321 ppm essai 2)
sont identiques & celles du cinquiéme et septiéme
jour. le rein (fig. 2) se caractérise, 1ui aussi, par
une constance de sa teneur, Une trés faible augmenta-
tion du taux d'accumulation peut &tre observée notam-
ment dans 1'essai 2 entre le quatriéme et le septiéme
jour, mais elle reste peu significative.

Par ailleurs, i1 faut souligner que les fluctua-
tions observées sont dlies probablement 3 des incer-
titudes 1iées & la méthode analytigue et surtout a
des variations individuelles dans les différents lots,
du fait notamment, de 1a présence naturelle du cuivre
d des taux élevés dans le foie (de 1'ordre de 350
ppm}. Cette teneur endogéne varie de fagon trés im-
portante selon 1'espéce, 1'dge et la nourriture, Chez
le saumon coho, cette teneur est de 1'ordre de 1 ppm
(Mc CARTER et al., 1982), par contre chez Scardinius
erythrophtalamus, elle est de 7 ppm (VAN HOOF et VAN
SAN, 1981). Chez 1'anguille Anguilla anguilla, elle
est plus élevée, 17 ppm (NOEL-LAMBOT et al., 1978). Cet-

be=jours | g1] 52| 53| 54] 35 [ 36] 57
Témoin | 8] 8|11 8| 8= 1 8
Essai 1|16]14]14/17|11]- |36
Essai 2|16[11]18[15[15|- |34

Tab. V : Variation de la teneur des bran-
chies en cuivre (PPM/poids sec)en
fonction du temps chez le témoin
et les lots expérimentaux.

x=jours | J1| J2| J3| J4| J5(J6] J7

Témoin |278]261]291{377[339{- | 363
Essai 1|349|334|284|295| 344 |~ | 347
Essai 2|321}341|309{371|338|- | 310

Tab. VI : Variation de la teneur du foie (PPM/
poids sec - fonction du temps chez le
témoin et les lots ~xpérimentaux.

s=jours| J1| J2| J3| J4| J5{J6( J7
Témoin | 21| 21| 54| 23| 23|-| 27
Essai 1| 47| 29| 72| 26| 25(-| 25
Essai 2| 29| 24| 26| 43| 31|-| 31

Tab. VII : Variation de la teneur du rein (PPM/
poids sec) en fonction du temps chez les
lots expériementaux et le témoin.

te variation met en relief 1'intéfét de la connais-

sance des teneurs endogénes des organes & étudier avant toute évaluation d'une contamination
par des agents polluant, principalement les métaux Tourds. L'absence d'accumulation ducuivre au ni-
veau du foie et du rein peut étre 1iée soit a une élimination importante de ce métal, soit a un
controle du passage du cuivre au niveau des branchies par conséquent & une faible absorption &

travers 1'épithélium branchial.

Cinétique d'accumulation des branchies

Les résultats obtenus pour les deux essais sont représentés dans le tableauV et la fig. 4.
La teneur endogéne du cuivre dans les branchies est trés faible par rapport a celle du foie. Elle
est de l'ordre de 8 a 11 ppm.

Aprés 24h d'exposition et pour les deux essais, le taux d'accumulation passe d'une valeur de
8 ppm (témoin) a une valeur de 16 ppm aprés quoi il reste constant durant les cinq jours d'expo-
sition suivants. Aprés cette phase de constance, les teneurs augmentent d'une maniére importante
pour passer a 34 ppm (essai 2) et 36 ppm (essai 1) (fig.4).Par ailleurs il est & rappeler que cette
augmentation importante a été accompagnée d'une mortalité brutale.La constance des teneurs bran-
chiales, suggére une absorption moins efficace ou une &limination rapide et importante. Cette
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deuxiéme hypothése est supportée par les observations de HILTON et al. (1982), suivant lesquelles le
taux d'élimination rénal augmente d'une maniére importante aprés injection de solutions métalliques
dont le cuivre, chez la truite. Cependant, le fait que le cuivre ait persisté durant cette période,
suite 4 1'accumulation initiale peut &tre diisoit
3 une chélation par le mucus trés riche en protei-

nes et sa précipitation au niveau des branchies, témoin 0.6 1180 ]2.29| 1.08
Lot expérimental{1.54(190 [5.40| 16.04

sang |foie|rein |branchies

soit a une fixation au niveau du tissu branchial

sans effet apparent. En exposant des truites arc- Tab. VIII : Cinétique d'accumulation du cuivre chez la
en-ciel a une concentration de 0,4 mg/1 de Cu2+ ;;:E;Z;rlc-elr;;c;)el (d'aprés CALAMARI &
pour une durée de 120h, CALAMARI et MARCHETTI (1973) '

ont obtenu les résultats représentés dans le tab. VIII.

Ces résultats montrent que le cuivre s'accu- branchies |foie|rein
mule d'une fagon importante au niveau des branchies témoin 6 7 6
avec des teneurs relativement &levées par rapport Lot expérimental 40 20 | 28

. i i rtants .
aux autres organes Deux autres points Tmporta Tab. IX : Cinétique d'accumulation du cuivre cf.
sont a signaler, 1'absence d'accumulation du cuivre seardinus erythrophtalatamus (d'aprés
dans le sang et la teneur endogéne trés élevée du VAN HOOF & VAN SAN, 1981).

foie. Ces observations sont en accord avec nos ré-

sultats et ceux de VAN HOOF et VAN SAN (1981) chez 1'espéce Scardinius erythrophtalamus.. Exposée

2+ pour 21 jours, cette espéce montre des teneurs

a une concentration sublethale de 0,5 mg/1 Cu
importantes dans les branchies moindre dans le foie et le rein (tab. IX)

Ainsi donc, tous ces résultats témoignent d'une accumulation sélective du cuivre dans les bran-
chies. Par ailleurs, 1a mortalité des poissons qui coincide avec la brusque augmentation du taux du
cuivre dans les branchies, laisse penser que la teneur du cuivre ait atteint probablement un seuil
critique responsable de 1'effet 1éthal. En effet 1'état de faiblesse, les difficultés dans la respi-
ration ainsi que 1'hypersecrétion du mucus, relevée avant la mort des poissons, montrent une atteinte
de la fonction respiratoire. SELLERS et al. (1975), 0'HARA (1971), ont observé des perturbations
des paramétres respiratoires chez Lepomis macrochirus et le poisson-lune, & la suite de 1'exposition
aux concentrations subléthales de 0,09 et 0,07 mg/1 de Cu*. MOUNT (1964) a observé &galement que
1'accumulation importante au niveau des branchies est suivie de mortalité des poissons.

En conclusion, 1'exposition des truites arc-en-ciel & une concentration de 0,5mg}1 de Cu2+pour une
durée de sept jours a montré que la cinétique d'accumulation se caractérise par une accumulation sé-
lective de ce métal dans les branchies. I1 faut souligner que la présence naturelle du cuivre dans
le foie affecte d'une maniére importante son accumulation du fait d'une saturation probable des si-
tes de fixation au niveau de cet organe.

Sur le plan pratique, ces résultats montrent 1'intérét d'utiliser les branchies comme organe de
prélévement lors de mortalité subaiguée de poissons et de tenir compte de 1'influence des para-
métres physico-chimiques, principalement la dureté et le pH. La nécessité de prendre en considéra-

tion les teneurs endogénes (taux de base) au niveau des organes concernés est & envisager.
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