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Résumé

La concentration moyenne de treize acides aminés libres de I'hémolymphe du
Crustacé Décapode : Carcinus maenas L. présente des différences significatives
gtest de Student) lorsque les animaux sont maintenus en présence d'une surcharge

e 10 mg/1 de chlorure de cobalt.

Dix acides aminés « non essentiels » (acides cystéique, aspartique et gluta-
mique, taurine, glycine, alanine, l-méthﬁl-hlstldlr)e,_a.r inine et ASN+glutamine)
voient leurs concentrations augmenter chez les individus « pollués » tandis que
pour trois acides aminés « essentiels » (méthionine, lysine et histidine), leurs
concentrations diminuent chez les animaux « pollués ».

Ces acides aminés ont des roles connus dans le métabolisme : osmorégulation,
synthése d'acides aminés, role énergétique, etc.

Introduction

Les acides aminés ont un réle trés important chez les Crustacés
puisqu'ils sont liés au métabolisme de base et ont des fonctions phy-
siologiques nombreuses tant chez l'adulte (Florkin, 1960), que chez
les embryons (Smaldon, 1973) et les larves (Regnault, 1971). La
composition en acides aminés libres de ce groupe zoologique pré-
sente de grandes variations liées aux stades embryonnaires (Smal-
don, 1973), larvaires (Regnault, 1971) ou d'intermues (Torres, 1973).
Le pool d'acides aminés libres chez les Crustacés semble ¢galement
varier suivant la saison (Lynch et Webb, 1973), le jetine (Torres, 1973)
et les diverses espéces. D'autre part, la biosynthése (Zandee, 1966)
et les cycles de catabolisme et d'anabolisme (Huggins, 1966 ; Vatsis
et Schatzlein, 1972) des acides aminés chez ces animaux ont fait
I'objet de plusieurs études.
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Chez I'homme, le travail du plomb déclenche une maladie (satur-
nisme) entrainant de nombreuses perturbations biologiques et notam-
ment l'apparition dans les urines d'un acide aminé particulier : l'acide
delta aminolévulinique (A.A.L.) (Danieli et coll., 1961 ; Davis et
coll., 1968; Haeger-Aronsen, 1957 et 1960; Harduin, 1971). Aussi
avons-nous pensé que 1'étude des variations du pool d'acides aminés
libres dans 1'hémolymphe du Crustacé pourrait étre un intéressant
test de toxicité subléthale des pollutions métalliques (Amiard et
Amiard-Triquet, 1974).

Matériel et méthodes

Parmi des Carcinus maenas L. récoltés en Manche (Cherbourg)
au mois d'aoit, nous avons sélectionné les crabes se trouvant au stade
d'intermue C; (Drach, 1939) de poids 20 a 50 g et de largeur frontale
comprise entre 40 et 60 mm.

Les crabes sont placés individuellement dans des seaux en plas-
tique blanc renfermant 2 litres d'eau de mer naturelle (Goury,
Manche). Un huilage assure une aération et un brassage de l'eau.
Ces seaux sont placés dans une salle dont la température est régu-
lée a 15° £ 1 °C.

Le groupe témoin est constitué de quinze individus. Le test de
toxicité a porté sur quinze crabes, maintenus dans les mémes condi-
tions, mais a l'eau desquels on a ajouté une surcharge de chlorure
de cobalt de 10 mg/1.

A la fin de l'expérience (8 jours), nous prélevons 1 a 2 ml
d'hémolymphe sur chacun des 30 individus. L'hémolymphe est
recueillie dans des flacons a pénicilline héparinés.

La préparation des échantillons, l'apparecillage et le systeme
d'analyse des acides aminés par voie automatique dans I'éluat ont
déja été décrits par Harduin (1971). Rappelons cependant que ces
analyses sont réalisées sur un auto-analyseur « Technicon ».

L'intégration de la surface des pics a été faite par une méthode
manuelle. Cependant, les calculs de concentration ont été effectués
par ordinateur.

Tous nos résultats sont exprimés en mg pour 100 ml d'hémo-
lymphe.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats de notre expérience sont rassemblés dans le tableau 1.
Pour chaque acide aminé, un test de Student a été effectué afin de
mettre en évidence des différences significatives (& 95 et 99 p. 100)
entre les teneurs moyennes chez les individus pollués et chez les
témoins.

Treize différences significatives sont ainsi relevées (avec, dans
sept cas, une probabilité de 99 p. 100). Elles concernent les acides



COBALT ET TENEUR EN ACIDES AMINES CHEZ C. MAENAS 297

TABLEAU 1

Les teneurs en acides aminés de I'hémolymphe de Carcinus maenas
chez les individus témoins et pollués et les variations significatives de ces teneurs.

| ot Si 2
ao|g,n [B2AVE
Individus témoins Individus pollués ® ol + SE E
15 ind. stede C, 15 ind. stade C, 2h 3.8 [N
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wSE 3 sl § ‘gia
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Moyenne | Ecari-type | Moyenne | Ecart-type 2 § S _E '§ i
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Acide cystéique 0,06 0,07 0,21 0,18 — - >
Taurine 5,87 2,72 13,31 6,17 — 4 -F ™
Hydroxyproline 0,17 0,22 0,02 0,04 — -+ <
Thréonine 0,71 0,50 0,52 0,21 + 0
Acide aspartique 0,10 0,09 0,20 0,13 — - >
Sérine 1,06 1,19 0,48 0,18 - 0
ASN + Glutamine | 7,43 2,81 9,99 3,49 —_ + >
Proline 5,65 3,02 5,67 7,55 — 0
Acide glutamique| 0,36 0,16 0,52 0,30 — + >
Citrulline 0,18 0,22 0,20 0,19 — 0
Glycine 3,18 1,62 6,68 2,31 - ++ >
o alanine 2,22 0,77 6,13 2,84 — ++ >
Acide ¢ butyrique 0,21 0,19 0,15 0,12 — 0
Valine 0,79 0,73 0,55 0,22 + 0
Cystine 0,28 0,14 0,25 0,10 —_ 0
Méthionine 0,65 0,61 0,10 0,05 + 4 <
Isoleucine 0,57 0,76 0,38 0,14 + 0
Leucine 0,89 0,97 0,51 0,17 + 0
Tyrosine 0,53 1,02 0,33 0,22 — 0
Phénylalanine 0,27 0,42 0,27 0,11 + 0
Ethanolamine 0,22 0,10 0,20 0,10 — 0
Ornithine 0,19 0,26 0,19 0,08 —- 0
Tryptophane 0,20 0,14 0,32 0,40 + 0
Lysine 0,32 0,23 0,16 0,11 + + <
1 Méthylhistidine 0,03 0,03 0,08 0,05 - ++ >
Histidine 0,24 0,16 0,15 0,06 + + <
3 Méthylhistidine 0,18 0,17 0,12 0,16 — 0
Arginine 2,63 1,39 4,23 1,80 — ++ >
Quantité totale 35,37 51,82
Quantité totale
d’acides aminés
« essentiels » 4,64 2,96
Quantité totale
d’acides aminés
«non essentiels» 30,73 48,86

cystéique, aspartique et glutamique, la taurine, la glycine, I'alanine, la
méthionine, la Iméthyl-histidine, l'arginine, I'ASN + glutamine, la
lysine et l'histidine dont trois sont considérés comme « essentiels »
(méthionine, lysine et histidine) (Fig. 1).

Les acides aminés sont fréquemment s¢parés en « essentiels » et « non
essentiels », les acides aminés « essentiels » étant ceux qui ne sont pas
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synthétisés par l'organisme a partir de la nourriture ou par le transfert
entre acides aminés de chainons carbonés ou de radicaux azotés.

A l'examen des listes dans les différents groupes zoologi%ues et, en par-
ticulier, chez les Arthropodes golberg et De Meillon, 1948 ; Sm%h et
Brown, 1957 ; Deuchar, 1962 ; Cowey et Forster, 1971 ; Regnault, 1971)
nous retiendrons arbitrairement la liste de Zandee‘(1966) a laquelle nous
ajouterons la méthionine et le tryptophane (c'est-a-dire la liste de Har-
uin 1961 en y joignant l'histidiné) (Tableau 1).

Les acides aminés « essentiels » voient leur teneur diminuer
dans les animaux pollués. Par contre, a I'exception de 1'hydroxylo-

Acide Acide
aspartique glutamique

Glycine
Glutamine

Taurine ,’ Hydroxyproline

Methionine

— Teneur en acides aminés des
/ Histidine individus normaux (100 p.
——— 100).

--- Teneur en acides aminés des
individus pollués par le chlo-
rure de cobalt (variations si-
gnificatives a4 95 ou 99 p.

Alanine

100).
Cysteine Méthionine : = acide aminé es-
sentiel ; cystéine = acide

aminé non essentiel.

Fic. 1

Influence de la pollution par le chlorure de cobalt sur la teneur de 1'hémolymphe
de Carcinus maenas en acides aminés.

prine, la teneur des acides aminés « banaux » augmente chez les
individus pollués (Fig. 1).

En recherchant dans la littérature le role attribué aux divers
acides aminés, en particulier chez les Crustacés, nous nous aperce-
vons que la majorité des acides aminés dont la teneur varie entre les
deux lots a des fonctions bien précises et importantes tandis que la
plupart des autres n'ont aucun réle connu ou des fonctions mineures.
Ainsi, la glycine et la taurine (auxquels Bricteux-Grégoire et coll., 1962,
ajoutent l'alanine, l'acide glutamique, la proline et l'arginine), qui
ont un role dans I'osmorégulation et qui, par 1a méme, doivent
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combattre la surcharge en chlorure de cobalt, voient leur teneur aug-
menter chez les organismes pollués (Duchateau et coll., 1959). Il en
est de méme des acides aminés qui interviennent dans la synthése
d'autres acides aminés : acide aspartique et acide glutamique (Emer-
son, 1967) et de ceux qui ont un rdle énergétique non négligeable :
alanine, arginine et acide glutamique (Regnault, 1971). La méthionine
a un role dans la détoxication (Harduin, 1971) et voit sa teneur dimi-
nuer chez les animaux pollués. Nous devons signaler trois exceptions :
la proline dont la concentration demeure inchangée dans les deux lots
malgré son rdle connu dans les processus d'osmorégulation ; la lysine
dont la teneur est affectée par la pollution alors qu'on lui connait un
role dans le métabolisme énergétique de l'embryon d'oursin (Kava-
nau, 1953) ; I'histidine qui, bien que n'ayant pas de role connu, pré-
sente une variation significative.

La présence de polluant dans le milieu expérimental n'entraine
pas de variations significatives de la concentration des acides aminés
dont le r6le est inconnu ou mineur : leucine, isoleucine, thréonine,
cystéine ; qui ont un role dans les processus de mues : sérine et tyro-
sine (Guttowa, 1969) ou dans la formation de protéines : valine.

Signalons également que la majorité des acides aminés qui pré-
sentent des variations significatives sont susceptibles d'établir des
liaisons avec les ions métalliques (Platk, 1970).

En tenant compte de tous les acides aminés (significativement
différents ou non), nous constatons que, dans la majorité des cas,
les teneurs en acides aminés des individus pollués sont plus impor-
tantes que celles des individus témoins sauf en ce qui concerne les
acides aminés « essentiels ». Cela se constate trés nettement avec les
quantités totales (Tableau 1). Nous pouvons rapprocher ce phénomeéne
de celui observé par Le Bras et coll. (1973) qui constatent qu'une
intoxication par le Lindan, la Thiourée ou I'Hempa (pesticides) pro-
voquent une baisse importante de la protéinhémie.

Les teneurs en acides aminés de nos individus témoins sont différentes
des valeurs disparates trouvées par d'autres auteurs, pour diverses especes
de Crustacés adultes, larves ou embryons (Tableau 2) (7Evans 1972 ; Smal-
don, 1973 ; Lynch et Webb, 1973 ; Lin et Cohen, 1973 ; Florkin, 1960 ;
Camien et coll’, 1951 ; Stewart et coll., 1966 et Torres, 1973). Cela n'a rien
d'étonnant car la composition en acides aminés est considérablement
influencée par les facteurs écologiques, physiologiques et spécifiques. Par
ailleurs, Harduin (1971) constatait que les ‘mesures des concentrations en
acides aminés chez 'Homme variaient fortement d'un auteur a l'autre sui-
vant les techniques utilisées et le nombre de sujets sur lequel portent les
mesures. Ce nombre est en général faible et inférieur a 7, sauf dans notre
cas ou il atteint 15.

Comme la plupart des auteurs, nous constatons ciue les acides aminés
les plus abondants sont la glycine, la proline et la taurine ainsi que
I'ensemble ASN + glutamine puis viennent, ensuite l'arginine, l'alanine et
la serine qui seuls presentent des concentrations supérieures a | mg/100 ml,
les acides amings essentiels aﬁant des concentrations « moyennes » com-
prises entre 0,20 et 0,90 mg/100 ml.

Nous devons également signaler que l'ion cobalt peut remplacer
activement un certain nombre de métaux (Zn, Cu, Ni, etc.) dans la
composition des métalloenzymes et que ces derniéres ont un grand
role dans 1'anabolisme et le catabolisme des acides aminés (Yon, 1970 ;
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Javilliers et coll.,, 1962 ; Boulanger et coll,, 1972 ; Fruton et Sim-
monds, 1958 ; Hughes, 1972). Le cobalt peut également former des
complexes avec certains acides aminés tels que I'histidine et la glycine
(Williams, 1971).

L'étude des cycles de biosynthése des métabolites et, en particu-
lier, des acides aminés (Harper, 1965) ne donne pas de résultats trés
nets. De méme, en raison de la complexité des interactions entre les
diverses voies du catabolisme des acides aminés, nous ne pouvons pas
expliquer completement les différences de concentrations que nous
observons entre les individus témoins et pollués.

Conclusions

La composition en acides aminés libres de 1'hémolymphe est
influencée par la surcharge en chlorure de cobalt (10 mg/1) que nous
avons effectuée dans le milieu expérimental et se révele ainsi é&tre
un bon test d'étude de toxicité sub-léthale et de détection des effets
des pollutions métalliques. Rappelons que I'eau de mer contient en
moyenne 0,03 pg/l de cobalt dans la Manche (Robertson, 1970) et que
nous avons constaté que, chez Carcinus maenas, le chlorure de cobalt
entraine 50 p. 100 de léthalité en 96 h, pour des concentrations com-
prises entre 500 et 1.500 mg/1 (Amiard, 1975).

Les concentrations des acides aminés sont affectées dans presque
la moiti¢ des cas chez les individus pollués, les acides aminés « essen-
tiels » voyant leur concentration diminuer tandis que les concen-
trations en acides aminés « non essentiels » augmentent chez les
individus contaminés par le cobalt. La majorit¢é des acides aminés
influencés par cette pollution a un role dans l'osmorégulation, la
synthéme d'autres acides aminés ou dans le métabolisme énergétique.
Par contre, ceux dont la teneur est inchangée n'ont généralement
pas de roles connus ou des fonctions mineures.

Il semble que le crabe lutte contre la surcharge en chlorure de
cobalt :

— en cherchant a maintenir constante sa composition en acides
aminés essentiels sans toutefois y parvenir parfaitement ;

— en accumulant les acides aminés ayant un role énergétique
ou une fonction osmorégulatrice.

Dans cette hypothése, plusieurs points restent obscurs : la rela-
tive stabilité de la proline, les baisses de concentration de la lysine
et surtout de la méthionine qui serait un agent de détoxication.

Zusammenfassung

Studie iiber den Einfluss auf die Zusammensetzung der freien Amino-Siure
der Hamolymphe von Zehnfiissler-Schaltieren : Carcinus meanas L., durch eine
Ubermenge™ an Kobaltchlorid.

Die mittlere Konzemtration von 13 freien Amino-Sduren der Himolymphe von
Zehnfiissler-Schaltieren : Carcinus maenas L. zeigt bedeutsame Unterschiede (Stu-
dent Test), wenn die Tiere unter dem Einfluss einer Ubermenge von 10 mg/1 von
Kobaltchlorid gehalten werden.

Zehn « unbedeutende » Aminosduren (Cysteinsdure, Asparaginsdure, Glutamin-
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sdure, Taurin, Glycin, Alanin, 1-methyl-Histidin, Arginin, ASN+Glutamin) erhéhen
ihre Konzentration bei den verseuchiten Tieren wiahrend die Konzentration fiir 3
« bedeutende » Aminosduren (Methionin, Lysin, Histidin) siche bei den Tieren
Vermindert.

Diese Aminosduren haben bekannte Aufgaben im Stoffwechsel : Osmo-Regu-
lierung, Aminosduren-Synthese, Energetische Funktionen...

Summary

Influence of an overload of cobalt chloride on the haqmolymgh composition
of the Decapod Crustacea: Carcinus maenas L. in free amino acids.

_Significant differences (Student's test) were found in the average concen-
tration of thirteen free amino acids of the hemolymph of the Decapod Crustacea:
Carcinus maenas L., when the animals were maintened in an environment over-
loaded with 10 mg/1 of cobalt chloride.

In « polluted » animals the concentration of ten « non essential » amino acids
(cysteic, aspartic and glutamic acids, glycine, alanine, 1-methylhistidine, arginine
and ASN + glutamine) increased whereas the concentration of three « essential »
amino acids (methionine, lysine and histidine) decreased.

. The functions of these amino acids on metabolism (osmoregulation, amino
acid synthesis, energetic function,...) arc well known.
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