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RESUME

Cette étude a été realisée dans le but de fournir des données nouvelles concernant les
concentrations d'arsenic (As), de mercure (Hg), de cadmium (Cd) et de plomb (Pb) dans les
tissus musculaires de différentes espéces de poissons, notamment le tilapia gris (Oreochromis
niloticus), le tilapia rouge (croisement de O. niloticus X O. mossambicus), la daurade (Sparus
aurata) et le bar (Dicentrarchus labrax), élevés dans quatre fermes piscicoles en Algérie,
qu'elles soient marines ou continentales.

Nous avons prélevé des échantillons de poissons, d'aliments destinés a ces poissons, ainsi que
d'eau dans la zone d'élevage. Le dosage des éléments trace métalliques (ETM) a été réalisé au
moyen d'une méthode d'analyse accréditée par le COFRAC (LSA-INS-0084), reposant sur la
spectrophotométrie de masse par plasma a couplage inductif. Ensuite, nous avons procédé a
une évaluation du risque sanitaire lié a I'exposition du consommateur Algérien a ces polluants
chimiques, y compris la dose journaliére d’exposition (DJE), le quotient de danger (THQ),
I'indice de danger (HI) et I’estimation du risque cancérigene (CR).

Les concentrations moyennes enregistrées d'As dans la chair du tilapia rouge, de la daurade,
du tilapia gris et du bar étaient respectivement de 1.56, 0.84, 0.42 et 0.39 pour I'As, et de 0.07,
0.05, 0.02 et 0.08 pour le Hg ( exprimees en mg/kg de poids frais (ww)). Cependant, il
convient de noter que nous avons observé de tres faibles niveaux de contamination par le Cd
et le Pb. Il est également important de noter que I'As est plus présent dans les poissons élevés
dans des fermes continentales. En revanche, le Hg est davantage observe dans les poissons
élevés dans des fermes marines (p < 0.05).

Une relation négative a éte observee entre le taux d'As dans le tissu musculaire et la taille des
poissons, avec une concentration de 0.89 mg/kg (ww) pour les poissons qui n‘ont pas encore
atteint la taille marchande, comparée a une concentration de 0.72 mg/kg (ww) pour les
poissons atteignant ou dépassant la taille marchande. A I'inverse, une relation positive a été
notée pour le Hg, avec une concentration de 0.04 mg/kg (ww) pour les poissons qui n‘ont pas
encore atteint la taille marchande, comparée a une concentration de 0.06 mg/kg (ww) pour les
poissons préts a la consommation humaine (p < 0.05).

Au cours de cette étude, nous avons enregistré des taux relativement élevés dETM dans
l'alimentation des poissons concernés contrairement aux concentrations observées dans les
échantillons d'eau de surface, qui étaient faibles.

Nos résultats concernant la contamination des poissons étudiés par les ETM sélectionnés
étaient inférieurs aux seuils limites réglementaires. De plus, le quotient de danger (THQ) et
I'indice de danger (HI) étaient également inférieurs a la valeur seuil de "1". Cela indique que
la consommation des poissons étudiés dans cette étude n'est pas susceptible d'avoir des effets
néfastes non cancérigénes sur la santé humaine. L'estimation du risque cancérigene (CR)
associé a la consommation des poissons étudiés a révélé des niveaux de CR dépassant le seuil
d'acceptabilité (10) uniquement pour 1’As dans le tilapia rouge (3.75x10%) et les daurades
(2.03x10). Ces valeurs enregistrées suggérent un risque probable de développer un cancer au
cours de la vie pour les individus consommant ces deux especes poissons.

Mots clés: Poissons d'élevage, Fermes piscicole Algériennes, ETM, ICP-MS, Evaluation
des risques, quotient de danger.



Abstract

This study was conducted to provide new data on the concentrations of arsenic (As), mercury
(Hg), cadmium (Cd), and lead (Pb) in the muscle tissues of gray tilapia (Oreochromis
niloticus), red tilapia ( crossbreed of O. niloticus X O. mossambicus), seabream (Sparus
aurata), and seabass (Dicentrarchus labrax), raised in four fish farms in Algeria, both marine
and continental.

We collected samples of fish, the feed intended for these fish, as well as water from the
farming area. The analysis of trace metal elements (ETM) was carried out using a method
accredited by COFRAC (LSA-INS-0084), based on inductively coupled plasma mass
spectrometry. Subsequently, we assessed the health risk associated with the exposure of
Algerian consumers to these chemical pollutants, with estimated daily intake (EDI), the target
hazard quotient (THQ), the hazard index (HI) and the estimation of carcinogenic risk (CR).

The average concentrations recorded in the flesh of red tilapia, seabream, gray tilapia, and
seabass were 1.56, 0.84, 0.42, and 0.39 for As, and 0.07, 0.05, 0.02, and 0.08 for Hg,
(expressed on mg/kg wet weight basis (ww)). It should be noted that we observed very low
levels of contamination by Cd and Pb. It is also important to note that arsenic is more
prevalent in fish raised in continental farms. On the other hand, mercury is more commonly
observed in fish raised in marine farms (p < 0.05).

A negative correlation was observed between the As content in the muscle tissue and the size
of the fish, with 0.89 mg/kg ww for fish of pre-market size, compared to 0.72 mg/kg ww for
fish ready for the market. Conversely, a positive correlation was noted for mercury, with 0.04
mg/kg ww for fish of pre-market size, compared to 0.06 mg/kg ww for fish ready for human
consumption (p < 0.05).

During this study, relatively high levels of ETM were recorded in the feed of the fish studied,
in contrast to the concentrations observed in surface water samples, which were low.

The results of contamination by the selected ETM in the studied fish were below the
regulatory limit thresholds. Additionally, the hazard quotient (THQ) and the hazard index
(HI) were below the threshold of "1." This suggests that the consumption of the fish studied in
this research is not likely to cause non-carcinogenic adverse effects on human health. The
estimation of carcinogenic risk (CR) through the consumption of the studied fish revealed
levels of CR that exceeded the acceptability threshold (10) for As in red tilapia (3.75x10%)
and sea bream (2.03x10#). These recorded values may indicate a potential risk of developing
cancer over the lifetime of an individual consuming these two fish species.

Key words: Farmed fish, Algerian fish farms, ETM, ICP-MS, risk assessment, danger
quotient.
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INTRODUCTION



Les produits marins en général, et plus spécifiquement le poisson, représentent une immense
source de ressources énergeétiques et biologiques d'une grande importance pour l'alimentation
de la population mondiale. Leur chair est riche en protéines de haute valeur biologique, en
minérauX, en vitamines et en acides gras Oméga 3, ce qui en fait des aliments dotés de
propriétés nutritionnelles exceptionnelles. Méme en petite quantité, la consommation de

poisson peut avoir des effets positifs sur la santé globale et la nutrition des individus (1).

L'aquaculture joue un role essentiel et représente une part croissante de la production
mondiale de denrées alimentaires d'origine aquatique. Elle englobe toutes les formes
d'élevage d'animaux et de plantes aquatiques en eau douce, saumatre ou salée, dans le but
d'améliorer l'approvisionnement alimentaire en termes de quantité et de qualité. Elle peut étre
pratiquée dans divers environnements tels que des étangs, des rivieres, des barrages, des lacs,
des estuaires ou en mer. Grace a l'aquaculture, il est possible de produire tout au long de

I'année une nourriture riche en nutriments essentiels pour I'Homme (2).

Néanmoins, les écosystemes aquatiques ne cessent d'étre menacés par diverses
sources de pollution, qui peuvent réduire leurs potentialités économiques et avoir des
conséquences néfastes sur la santé humaine. Un exemple de cela est la Méditerranée, qui est
exposée a des déversements de déchets agricoles et a dautres eaux de ruissellement chargées
d’agents pathogeénes, des éléments traces meétalliques (ETM), des matiéres organiques
polluantes, des huiles de vidange et des substances radioactives (3). L'Algérie, en tant que
pays meéditerranéen, dépend principalement du pétrole et de ses dérivés comme source
d'énergie. Les activités pétrolieres et les produits qui en découlent sont une cause non

négligeable parmi tant d'autres de la pollution du littoral Algérien (4).

La pollution des milieux aquatiques est I’introduction directe ou indirecte de déchets
ou d'autres substances entrainant des effets néfastes sur I'écosysteme aquatique. Cela a pour
conséquence un appauvrissement de la biodiversité, des obstacles aux activités maritimes et
des risques pour la santé humaine. Les masses d'eau ont souvent été considérées comme des
zones de dilution des pollutions provenant de la terre, et il est important de noter que 80% de

la pollution marine provient de sources terrestres (5).

La pollution par les éléments traces métalliques (ETM) représente actuellement un facteur
toxique majeur. lls se trouvent largement répandus dans les eaux de surface et peuvent étre

transférés aux poissons et aux animaux piscivores par le biais du milieu aquatique (6).



Toutefois, leurs concentrations sont généralement trés faibles. Cependant, ces
dernieres années, on observe des concentrations de plus en plus élevées dans le poisson et
d'autres espéces aquatiques, ce qui suscite de graves préoccupations pour les autorités
sanitaires mondiales (7).

La plupart des polluants métalliques sont nocifs pour la faune et la flore des milieux
aquatiques. Les éléments traces métalliques (ETM), en plus de perturber I'écosystéeme, ont
des impacts néfastes sur les fonctions physiologiques des organismes vivants (8). Le
probléme réside dans le fait que les organismes aquatiques peuvent bioaccumuler certains
contaminants environnementaux a des concentrations des millions de fois supérieures a celles
détectées dans la colonne d'eau (9), lls peuvent accumuler les ETM et les transférer en tant
que proies contaminées dans les réseaux trophiques benthiques et pélagiques (10).

Les ETM représentent la troisieme source de risque pour l'alimentation humaine et
animale, apres les mycotoxines et les micro-organismes. Cette position est principalement
due au fait que, selon les données du systeme d'alerte rapide de I'Union européenne, les ETM
ne sont pas biodégradables (11). lls s'accumulent dans I’organisme humain et provoquent des
effets toxiques a court et/ou a long terme. lls peuvent affecter le systéeme nerveux, les

fonctions rénales, hépatiques, respiratoires, digestives, et cardiovasculaires (12)

De nombreuses études ont été menées en Algérie pour évaluer la présence d'éléments
traces métalliques (ETM) dans la chair du poisson. Ces études se sont notamment penchées
sur la contamination par I'arsenic (As), le cadmium (Cd), le plomb (Pb) et le mercure (Hg)
chez les poissons sauvages péchés le long des différentes cbtes Algériennes (13)(14). De
plus, une étude réalisée par Lounas et al. (2021) a examiné la contamination par l'arsenic, le
cadmium, le plomb, le cuivre et le zinc chez la daurade sauvage et d'élevage commercialisée
dans diverses localités du nord de I'Algérie (15). Les concentrations dETM relevées dans

ces études ne dépassent pas les seuils réglementaires fixés au niveau national et européen.

Cependant, ils subsistent des questions importantes, qu’en est-il des produits de la
pisciculture marine dans d'autres wilayas ? Qu’en est-il des produits de la pisciculture
continentale Algérienne ? A quelles concentrations sont-ils contaminés ? Le consommateur
Algérien est-il exposé a l'intoxication aux ETM? Que risque-t-il en consommant ces
produits? Peut-on-dire que la pisciculture marine ou continentale est une alternative pour

avoir des produits sains en termes d’ETM par rapport aux produits de la péche classique ?



Afin de répondre a ces questions, nous avons entrepris une étude approfondie sur
certains produits de la pisciculture marine et continentale en Algeérie. Il est important de noter
qu'il existe peu, voire aucune étude évaluant les niveaux de ces contaminants dans les fermes
piscicoles continentales. De plus, plusieurs fermes piscicoles marines n'ont jamais fait l'objet
d'études portant sur la qualité des conditions environnementales, telles que I'alimentation et

I'eau, dans lesquelles ces fermes opérent.

Le principal objectif de notre étude est d'évaluer les niveaux de plomb (Pb), de
cadmium (Cd), de mercure (Hg) et d'arsenic (As) dans les tissus musculaires de différentes
especes, notamment la daurade (Sparus aurata), le bar (Dicentrarchus labrax), le tilapia gris
(Oreochromis niloticus) et le tilapia rouge (issu du croisement de O. niloticus et O.
mossambicus), qui ont été élevées dans quatre fermes Algeériennes situées dans des zones
géographiques distinctes qui n‘ont jamais été etudiées auparavant. Cette étude vise a fournir
des informations essentielles sur la contamination des produits de la pisciculture en Algeérie et

sur les éventuels risques pour la santé des consommateurs.

Nous avons choisi d'étudier les especes de poisson d'élevage les plus consommées
dans notre pays, notamment la daurade, le bar et le tilapia, dans le but de comparer les
niveaux de contamination entre les poissons issus de la pisciculture marine (la daurade et le
bar) et ceux provenant de la pisciculture continentale (le tilapia). Dans ce contexte, il est
essentiel d'évaluer les concentrations d'éléments traces métalliques (ETM) a la fois dans
l'alimentation de ces poissons et dans l'eau des zones délevage. Cette approche nous
permettra d'étudier d'éventuelles corrélations entre I'accumulation d'éléments traces dans les
tissus musculaires des poissons et leur mode d'élevage (marin ou continental), ainsi que la

qualité des conditions environnementales dans lesquelles ils sont élevés.

Le deuxiéme objectif de cette étude de recherche est d'évaluer la qualité sanitaire des
poissons et les risques associés aux éléments métalliques pour le consommateur Algérien par
le biais de la consommation de ces poissons, en se référant aux normes nationales et

internationales régissant la présence de ces éléments dans les produits de la péche.
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Chapitre 1 : Pisciculture

1.1 Généralités

La pisciculture est I'un des secteurs les plus diversifiés en termes d'especes de poissons qui
offre de nombreuses possibilités d'élevage dans des environnements variés. Elle consiste a
élever des especes de poissons dans des espaces entierement ou partiellement clos, en eaux
douces, saumatres ou salées (océans, mers, étangs, bassins, nasses, aquariums, etc.). La
pisciculture nécessite une intervention humaine pour améliorer la production, protéger les
poissons contre les prédateurs, contrdler leur alimentation, suivre leur développement, traiter
les maladies et faciliter leur capture. En somme, c'est un processus complexe qui exige une

grande attention et des compétences techniques spécifiques (16).

La pisciculture est actuellement I'un des secteurs de production alimentaire d'origine animale
connaissant le plus rapide développement. Ce progres remarquable est le fruit des avancées
scientifiques et technologiques, notamment dans la maitrise des techniques d'élevage et de
l'alimentation des poissons. La pisciculture fournit des protéines animales de qualité
supérieure pour répondre aux besoins alimentaires des étres humains, tout en contribuant a la

sécurité alimentaire et en genérant des revenus pour I'industrie des produits aquatiques (17).

1.2 Description générale des différents systemes de pisciculture

On distingue deux modes de pisciculture selon le site et I'environnement d’¢levage: la

pisciculture marine et la pisciculture continentale.

1.2.1 La pisciculture marine

La pisciculture en eau salée est pratiquée a travers un systeme de cages flottantes installées
dans la mer ou l'océan, tel que présenté sur la figure 1. Cette méthode d'élevage implique la
captivité des poissons dans ces cages flottantes pendant tout leur cycle de vie (18). Les
poissons sont élevés de maniére intensive, et leur croissance dépend entiérement de la
distribution réguliere d'un aliment complet contenant tous les éléments nutritifs nécessaires
(19).



Figure 1 : Elevage en mer par des cages flottantes , cas de la ferme piscicole marine de

Chlef (photo personnelle).

Bien que plusieurs espéces de poissons puissent étre élevées en eau salée, ce travail se
concentrera sur I'élevage de la daurade (dorade royale) et du bar.

1.2.1.1 Présentation de la daurade :

Classification :

- Embranchement : Chordata

- Sous -Embranchement : Vertébrés
- Super-Classe : Osteichtyens

- Classe : Actinoptérygii

- Ordre : Perciformes

- Sous-ordre : Percoidei

- Famille : Sparidae

- Genre : Sparus

- Espéce : Sparus aurata (20).

Caractéristiques de I'espéce:

La daurade est caractérisée par un corps ovale et comprimé, de couleur gris argenté
(Figure 2). Sa téte est dotée d'un profil convexe et abrupt, avec une bouche basse (21).
Elle posséde également une gamme compléte de nageoires, notamment une nageoire
dorsale composée de 13 a 14 rayons, une nageoire anale avec 11 a 12 rayons, des
nageoires pectorales légerement falciformes et une nageoire caudale échancrée bordée de
noir (22).



Figure 2: Daurade d'élevage (Photo personnelle).

La daurade est une espéce de poisson couramment trouvée en Meéditerranée,
habituellement a des profondeurs faibles d'environ 30 metres (23). Elle est euryhaline, ce
qui signifie qu'elle est capable de tolérer de grandes variations de salinité. Elle est connue
pour effectuer de grandes migrations saisonniéres vers les étangs littoraux et peut vivre
jusqu'a 11 ans, atteignant une taille courante de 20 a 50 cm (22). Les tailles maximales

signalées pour cette espece sont de 70 cm pour la longueur et 17,2 kg pour le poids (24).

Ce poisson est trés prisé en pisciculture, en grande partie pour sa forte valeur
économique et commerciale, mais également pour sa grande valeur nutritive, la qualité
exceptionnelle de sa chair blanche et fine et sa taille appréciable. Ce qui fait de lui, un

poisson tres apprécié des consommateurs (21).

Selon le Décret exécutif n® 20-266 (Réglementation Algérienne, 2020), il est interdit de
capturer, détenir a bord, transborder, débarquer, transporter, stocker, exposer ou mettre
en vente une daurade dont la taille (longueur totale) est inférieure a 20 cm (25). Les
daurades d'élevage agées de plus de 9 mois ont une taille supérieure a 20 cm et un poids
supérieur a 150g. Cela explique pourquoi la commercialisation de cette espece pour la

consommation humaine commence a I'age de 9 mois et se termine vers 14 mois.



1.2.1.2 Présentation du bar (loup de mer):

Classification:

- Embranchement : Chordata

- Classe : Actinoptérygii

- Ordre : Perciformes

- Sous-ordre : Percoidei

- Famille : Moronidae

- Genre : Dicentrarchus

- Espéce : Dicentrarchus labrax (26)

Caractéristiques de I'espéce:

Le loup de mer présente un corps allongé avec une couleur variant entre le gris argenté et
le bleuatre sur le dos et argenté sur les cotés, pouvant parfois étre teinté de jaune sur le
ventre (figure 3). Sa bouche est terminale et modérément protractile, tandis que
l'opercule est constitué de deux épines plates et le préopercule est dentelé. Le bar est doté
de deux nageoires dorsales distinctes, la premiére possédant de 8 a 10 épines et la
seconde une épine ainsi que 12 ou 13 rayons mous. Ses nageoires pectorales sont courtes,

tandis que la nageoire anale est composee de 3 épines et 10 ou 12 rayons mous (27).

Figure 3 : Bar d'élevage ( Photo personnelle).



Le bar est une espece cotiere courante en Méditerranée, se situant généralement entre 1
et 100 metres de profondeur. 1l est considéré comme une espece benthique et pélagique.
Le bar peut vivre jusqu'a 20 ans et mesure en moyenne entre 20 et 55 cm de longueur.
Les spécimens les plus grands atteignent une taille maximale de 100 cm et un poids
maximal de 15 kg (28).

La valeur de ce poisson en pisciculture découle de son caractere eurytherme, lui
permettant de supporter de grandes variations de températures allant de 2°C a 32°C, ainsi
que de son caractere euryhalin, qui lui permet de s'adapter a de fortes variations de
salinité de 0,5 a 40 g/Kg (28). En raison de sa qualité nutritive exceptionnelle et de sa
saveur délectable, le loup de mer a une valeur économique et commerciale trés élevée. Il

est majoritairement présent en grande distribution pour la consommation (29).

Selon le Décret exécutif n° 20-266 (Réglementation Algérienne, 2020), il est interdit de
capturer, détenir a bord, transborder, debarquer, transporter, stocker, exposer ou mettre
en vente un bar dont la taille (longueur totale) est inférieure & 25 cm (25). Les bars
d'élevage ont une taille supérieure a 25 cm et un poids de plus de 180g aprés 9 mois
d'élevage, ce qui permet leur commercialisation pour la consommation humaine a partir

de I'dge de 9 mois jusqu'a 14 mois.

1.2.2 Pisciculture continentale

La pisciculture continentale est une pratique qui consiste a élever des poissons dans les
eaux douces, que ce soit dans des fossés, des bassins, des rivieres ou des étangs (figure
4). Dans ce type d'élevage, les poissons sont maintenus dans un systéme clos pendant
toute leur vie (18). Les poissons peuvent étre élevés de maniére extensive, en se
nourrissant exclusivement d'aliments naturels. Cependant, dans le systeme intensif, les
poissons sont nourris avec un aliment complet qui leur est distribué régulierement afin de

leur fournir tous les éléments nutritifs nécessaires pour une croissance optimale (19).



Figure 4 : Elevage en eau douce dans un étang piscicole, cas de la ferme piscicole
continentale d"Alger (photo personnelle).

Il existe de nombreuses espéces de poissons qui peuvent étre élevées en eau douce, mais nous

nous concentrerons uniquement sur le tilapia rouge et le tilapia gris.

1.2.2.1 Présentation du Tilapia

Classification:

- Embranchement : Chordata

- Classe : Actinopterygii

- Ordre : Perciformes

- Famille : Cichlides

- Genre : Oreochromis,

- Espéce : Dans ce travail, nous avons étudié deux espéeces :
= Tilapia du Nil : Oreochromis niloticus

= Tilapia rouge issu du croisement : O. niloticus x O. mossambicus (30).



Caractéristiques de I'espéce

Le tilapia est un poisson d'eau douce qui possede une forme variable, mais qui n'est jamais
tres allongée, plutdt trapue. Il est recouvert plus ou moins d'écailles cycloides ou

cténoides, et posséde toutes les nageoires : dorsale, anale, pectorale et pelvienne (31).

Il existe deux espéces de tilapia étudiées dans ce travail : le tilapia du Nil (tilapia gris), qui
a une coloration grisatre (voir figure 5), et le tilapia rouge, qui a une coloration rougeatre
(voir figure 6).

Figure 5 : Tilapia du Nil ( Photo personnelle).

Figure 6 : Tilapia rouge ( Photo personnelle).
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Le tilapia est considéré comme la pierre précieuse de la pisciculture en eau douce en
raison de sa capacité a s'adapter a de larges variations des facteurs écologiques (32). Il est
également facile a reproduire, a élever et sa croissance est rapide. De plus, il n'est pas trés
exigeant en termes de régime alimentaire et il y a une forte demande pour ce poisson sur le
marché (33).

Bien que sa durée de vie soit relativement courte, de 4 a 7 ans, le tilapia peut atteindre un
poids de 2 kg et une longueur de 38 cm pour les méales, et un poids de 950 g et une

longueur de 28 cm pour les femelles (34).

Le tilapia présente un intérét zootechnique important dans la pisciculture intégrée a
I'agriculture. En effet, les dechets de ce poisson et I'eau d'élevage peuvent étre utilisés pour
I'irrigation agricole, ce qui en fait un élément clé de l'agriculture durable. Sur le plan
économique, le tilapia est une source importante de protéines de bonne qualité alimentaire

a un prix abordable dans de nombreux pays (35).

Selon le Décret exécutif n° 20-266 (Reglementation Algérienne, 2020), il est interdit de
capturer, transporter, stocker, exposer ou mettre en vente un tilapia dont la taille (longueur
totale) est inférieure a 18 cm (25). La commercialisation des tilapias pour la
consommation humaine commence dés que les poissons atteignent une taille marchande
égale ou supeérieure a 18 cm et un poids de plus de 150g, ce qui correspond

approximativement a un age de 9 mois.
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Chapitre 2 : Contamination du milieu aquatique par les

eléments traces métalliques.

2.1 Généralités

Le terme "éléments traces métalliques” ou ETM se substitue peu a peu a celui de
"métaux lourds” (36). Ce terme générique fait référence a des éléments chimiques,
principalement des métaux et parfois des métalloides, qui sont connus pour leur toxicité (37).
Cependant, leurs concentrations sont generalement treés faibles (inferieures a 1 g/kg), d'ou
leur appellation "éléments traces”. Tous ces eléments sont toxiques au-dela d'un certain seuil
(38).

» D’un point de vue physicochimique, ils sont caractérisés par:

o Une bonne conductivité thermique et électrique.
o Une forte électropositivite.
o Une forte masse volumique dont la densité est supérieure a 5 g/cm®.

o Un numéro atomique eleve, en général (Z>11)(39).

» D’un point de vue biologique:

o A la différence des polluants organiques, les ETM sont peu métabolisés, ils ne font
pratiqguement pas I’objet de réactions de dégradation biologique ou chimique (40).
Ils peuvent étre transférés dans le réseau trophique et s'accumuler dans la matiere
vivante. lls deviennent dangereux et toxiques dés qu'ils dépassent les limites de
tolérance des organismes vivants. Certains d'entre eux ont des propriétés

cancérigenes(41).
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o On distingue deux types d’ETM en fonction de leurs effets physiologiques et

toxiques :

- ETM essentiels ou les oligo-éléments indispensables pour de nombreux
processus cellulaires, & l'instar du cuivre (Cu), du zinc (Zn) et du fer (Fe).
Certains peuvent devenir toxiques a concentration élevée dépassant un certain

seuil d'acceptabilité (42).

- ETM toxiques ont un caractére polluant avec des effets toxiques pour les
organismes vivants méme a faible concentration. Ils n’ont aucun effet bénéfique
connu pour la cellule. C’est le cas du Plomb (Pb), du Mercure (Hg), du
Cadmium (Cd) et du l'arsenic (As) (43).

2.2 Origines des ETM dans le milieu aquatique :

L’origine des ETM présents dans le milieu aquatique est double. Naturellement
présents dans la biosphére, ils proviennent des activités volcaniques, de I’érosion mécanique
et chimique des roches et du lessivage des sols (44). lls sont concentrés dans le magma
granitique et suivent un cycle géochimique qui conduit a une distribution hétérogene de leurs

concentrations a la surface du globe (45).

La présence de grandes quantités de certains ETM est principalement d’origine
anthropique (tableau 1).Les activités industrielles telles que [I'exploitation miniere, la
production d'énergie, la métallurgie, la production de produits chimiques et la production de
déchets industriels sont des sources importantes d'ETM dans les eaux de surface et les eaux
souterraines. Les activités agricoles, notamment lutilisation de pesticides et d'engrais,
peuvent également contribuer a la pollution des eaux. Les eaux usées domestiques et les
rejets deaux pluviales provenant des zones urbaines sont également une source de

contamination du milieu aquatique surtout en zone cotiere (46) (Figure 7).

Tableau 1 : Flux de certains ETM dans I’environnement (en tonnes) (47).

Eléments  Flux Anthropogénique (A) Flux naturel (B) Rapport (A/B)

Cd 43 45 9,6
Pb 3665 180 20,4
Hg 17,8 0,9 19,8
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Figure 7 : Cycle geochimique simplifié des ETM (36).

2.3 Repartition des ETM dans le milieu aquatique :

En milieu aquatique, les contaminants se répartissent entre les différents
compartiments de l'environnement aquatique, a savoir I'eau, les sediments et le biotope. Cette
répartition est influencée par des processus physiques, chimiques et/ou biologiques, et les
contaminants peuvent se présenter sous forme dissoute ou complexée. Ils peuvent également
étre transférés dans la phase solide (sédiments) suite a I'agrégation de matériaux dissous ou

par adsorption sur des particules (48).

Les sédiments marins sont des dépdts de particules en suspension dans l'eau qui
proviennent de l'altération ou de la désagrégation des roches et des sols, de la floculation
d'éléments colloidaux, ainsi que des rejets locaux issus de l'activité humaine (49) . lls ont la
capacité de fixer des polluants, en particulier les ETM, et peuvent donc constituer un
réservoir puis une source potentielle de contamination pour les eaux. Les sediments marins

sont souvent utilisés comme indicateurs de la contamination du milieu (50).

Les ETM présents dans I’eau et dans les sédiments sont absorbés par les plantes et les
animaux aquatiques, leurs accumulations dans les organismes peuvent atteindre des
concentrations dangereuses pour la survie de certaines populations naturelles, ainsi que pour

les consommateurs de produits aquatiques (51).
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2.4 Principaux ETM toxiques dansle milieu aquatique

Dans la Décision 2455/2001/CE du conseil Européen modifiant la directive Européenne sur
I’Eau 2000/60/CE (52), trois ETM (Cd, Pb, Hg) ont été identifiés comme des "substances
dangereuses prioritaires”. Ces substances sont soumises a un objectif de rejet zéro dans les
eaux souterraines. De plus, une liste de 9 éléments traces a risques pour la santé humaine a
été proposée dans le rapport 42 de I'Académie des Sciences (1998). Ces éléments
sontcadmium (Cd), plomb (Pb), mercure (Hg), arsenic (As), nickel (Ni), chrome (Cr), cuivre
(Cu), zinc (Zn) et sélénium (Se) (53).

Ce chapitre portera sur quatre ETM spécifiques, a savoir le cadmium (Cd), le plomb (Pb), le
mercure (Hg) et l'arsenic (As). Ces éléments présentent certaines caractéristiques physico-
chimiques communes, tels que leur utilisation dans de nombreuses industries, leur toxicité
pour les organismes vivants, ainsi que leur capacité a s'accumuler dans la chaine alimentaire

sans offrir de fonction physiologique utile pour les organismes (54).

2.4.1 Cadmium :

2.4.1.1 Propriétes

Le cadmium (Cd) est un élément chimique appartenant au groupe 1B des métaux de
transition dans le tableau périodique des éléments de Mendeleiev. C’est un métal blanc
argenté, ductile (résistance a I’étirement), malléable (résistance a I’aplatissement)et résistant

a la corrosion atmosphérique (55).

Bien que le cadmium ne participe pas au métabolisme des organismes vivants, ses
propriétés physico-chimiques (Tableau 02) et biochimiques sont proches de celles du
calcium, ce qui lui permet de traverser les barriéres biologiques et de s'accumuler dans les

tissus des organismes (56).
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Tableau 2: Propriétés physicochimique du cadmium (36)

Symbole Numéro Masse Masse Température de Température
chimique  atomique atomique volumique fusion d’ébullition
Cd 48 112 g/mol 8.6 g/cm3 320.9°C 767° °C

2.4.1.2 Sources et exposition :

Le cadmium est naturellement présent dans la croute terrestre et est dispersé dans
I’environnement par les éruptions volcaniques (Figure 8). Dans l'eau, le Cd provient de
I'érosion naturelle et du lessivages des roches et des sols riches en cadmium (57).
Généralement, les sources les plus importantes de cadmium sont d'origine anthropique, telles
que le raffinage des métaux non ferreux, la combustion du charbon et des produits pétroliers,
les incinérateurs de déchets électroniques et d'ordures ménageéres, la métallurgie de l'acier, les

décharges industrielles, le traitement des effluents industriels et I'exploitation miniére (58).

Le cadmium métal et ses composés minéraux sont principalement utilisés pour la
métallisation des surfaces, la fabrication des accumulateurs électriques, de pigments, de
stabilisants pour les matieres plastiques et d’alliages. Ils sont également utilisés comme
revétement anticorrosion pour les métaux tels que I’acier, la fonte, les alliages de cuivre,

aluminium...) (59).

Figure 8 : Cycle biogéochimique du cadmium (60).
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2.4.2 Plomb

2.4.2.1 Propriétés

Le plomb appartient au quatorzieme groupe de la classification périodique des
éléments chimiques. C'est un métal argenté brillant, avec une légére teinte bleue. Il se
caractérise par sa douceur, sa ductilité et sa malléabilité, ainsi que par sa résistance élevée a la

corrosion et sa capacite a interagir avec des produits chimiques organiques (61).

Le plomb ne joue aucun réle physiologique connu chez les organismes vivants, et sa
présence dans l'organisme indique toujours une contamination (62). Grace a ses propriétés
physicochimiques (Tableau 03), il peut imiter des ions physiologiques importants tels que le
zinc et le calcium, et ainsi se lier aux enzymes et aux protéines importantes, perturbant en

conséquence leurs fonctions biologiques (63).

Tableau 3 : Propriétés du plomb (36).

Symbole Numéro Masse Masse Température  Température
chimique atomique atomique volumique de fusion d’ébullition
Pb 82 207,2 g/mol 11,35 g/cm3 327°C 1740 °C

2.4.2.2 Sources et exposition

Le plomb est naturellement omniprésent dans I'environnement (air, sol, eau) (Figure 9).
Il est produit naturellement suite aux activités volcaniques, a l'altération des roches, a
I'érosion et au lessivage des sols. Il est largement présent dans la crolte terrestre sous forme
de minerai comme la galéne (sulfure), la cérusite (carbonate) et I'anglésite (sulfate). La
production de plomb peut également résulter de la décomposition radioactive de l'uranium,

du thorium et du radon, bien que cette source naturelle reste mineure (64).

Les principales sources d'émission de plomb sont d'origine anthropigue, telles que les
industries, notamment les fonderies de la métallurgie, la fabrication de cables et la production
d'engrais (64). Le plomb est également présent dans les carburants automobiles et est généré

par l'incinération des ordures, ainsi que par la combustion du charbon et du pétrole (65).
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Le plomb et ses composés minéraux sont largement utilisés dans de nombreuses
industries, notamment dans la fabrication de pigments pour peintures, vernis, céramiques,
faience, tuiles, verreries et cristalleries. Il est également employé dans les revétements
anticorrosion des cébles "haute-tension”, la fabrication de batteries, d'accumulateurs, de
munitions, de stylos, d'encre d'imprimerie, de pesticides, d'engrais, ainsi que dans les
stabilisants du plastique PVC et dans certains produits cosmétiques (65).

Atmosphére
— e
Al = " . . L . ___’ ,‘ .
Continents —> Estuaires > | Océan Volcans
sediments océaniques 4—‘

Flux dissous ou atmosphérique : naturel - anthropique —v

Flux particulaire : naturel _-¥ anthropique

Figure 9 : Cycle géochimique simplifié du plomb (66)

2.4.3 Mercure

2.4.3.1 Propriétes

Le mercure est un métal blanc argenté, brillant, trés dense, trés mobile et
pratiquement insoluble dans I'eau comme dans les solvants organiques courants. Le
mercure a des propriétés physicochimiques caractéristiques (Tableau 04) ; il est le seul
métal lourd liquide a température ambiante. De plus, il présente un coefficient de

dilatation thermique élevé, ce qui explique son utilisation dans les thermomeétres (67).
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Il existe deux formes distinctes de mercure : le mercure inorganique et le mercure
organique ou méthylmercure (MeHg). Ce dernier est la forme la plus toxique du mercure
pour les étres vivants en raison de ses propriétés liposolubles et ioniques lui permettant
de traverser les membranes cellulaires (68).11 est facilement absorbé et difficilement
excrété par les organismes vivants. La réaction de méthylation du mercure dans les

milieux aquatiques se produit dans les sédiments en milieu anaérobie (69).

Tableau 4 : Propriétés du mercure (70)

Symbole Numéro Masse Masse Température ~ Température
chimique atomique atomique volumique de fusion d’ébullition
Hg 80 200,6g/mol 13,6 glcm’ -39°C 357°C

2.4.3.2 Sources et exposition

Le mercure est emis a partir d'un eventail de sources naturelles, telles que les
volcans, les conduits volcaniques sous-marins, les zones géologiques riches en mercure
(sols, eaux douces et océans), les cristaux de sel marin, ainsi que des feux de forét et les
émissions de la cro(te terrestre et des eaux de surface (71)(Figure 10).

Les émissions anthropiques proviennent principalement de la combustion du charbon, de
la production de métaux non ferreux, de la production du ciment, de 1’élimination des
déchets contenant du mercure (thermometres, piles, peintures) et de l'incinération des
déchets. Il convient de préciser que les émissions anthropiques de mercure sont
également liées a I'exploitation miniére artisanale et a petite échelle de l'or, qui est une
activité importante dans certains pays. En effet, cette activité utilise souvent du mercure
pour extraire l'or des minerais, ce qui peut entrainer des rejets de mercure dans

I'environnement (72).

Le mercure est beaucoup utilisé dans la fabrication de nombreux instruments de
mesures : nanometre, thermomeétre, baromeétre, dans I’industrie chimique fabriquant les
cathodes liquides dans les cellules d’électrolyse et le chlorure de sodium (production de
chlore et de soude). 11 est également utilis¢é dans I’industrie électrique comme

constituants de piles, de lampes et de tubes fluorescents (67).
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Figure 10 : Diagramme schématique du cycle de mercure(73).

2.4.4 Arsenic

2.4.4.1 Propriétes

L’arsenic est un élément chimique de la famille des pnictogénes, il est souvent
considéré comme un métalloide car il posséde a la fois des caractéristiques de métaux et de
non-métaux (tableau 5). Il a une conductivité électrique et thermique semblable a celle des
métaux, mais il peut aussi former des composés covalents avec des non-métaux. De plus,
I'arsenic est souvent utilisé comme dopant dans les semi-conducteurs, ce qui est un autre

exemple de ses propriétés intermédiaires entre les métaux et les non-métaux (74).

Il existe deux formes distinctes darsenic : la forme organique non toxique,
principalement sous forme d'arsénobétaine, et la forme inorganique toxique, qui peut
présenter plusieurs degrés d'oxydation : larsénite (As +lIIl1) et larséniate (As +V)
(75).L’arsenic n’a aucune fonction biologique connue, cependant, il est connu pour sa

toxicité et son effet cancérigéne (76).

Tableau 5 : Propriétés du I'arsenic (77)

Symbole Numéro Masse Masse Température  Température
chimique atomique atomique volumique de fusion d’¢ébullition
As 33 74.9g/mol 5.7 glcm® 817°C 613°C
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2.4.4.2 Sources et exposition

L'arsenic est une substance naturellement présente dans I'environnement, que l'on peut
trouver dans les sols, les sédiments, les organismes vivants et les milieux aquatiques (figure
11). Cependant, l'activité humaine a considérablement amplifié la présence d'arsenic dans
I'environnement en augmentant les émissions dans I'atmosphere et en rejetant de grandes
quantités dans les sols et les eaux de surface. Les activités anthropiques responsables de cette
contamination comprennent l'exploitation miniere, la production de métaux non ferreux,
I'agriculture, l'utilisation de pesticides contenant de l'arsenic ainsi que le rejet des déchets
industriels (78).

L'arsenic est utilise en Micro-électronique dans [I'élaboration des semi-conducteurs
nécessaires pour la fabrication des cartes électroniques et des détecteurs a infrarouge et dans
I'industrie du verre comme agent de fusion et décolorant (79).L'alliage plomb-arsenic sert a la
fabrication des munitions de chasse et des batteries. L'arséniate de cuivre a été employé
comme pigment de peinture. Il est utilisé en agriculture pour ses propriétés : pesticides,
fongicide, insecticide et aussi dans la foresterie (pour la préservation du bois) (80). Enfin, le

trioxyde d'arsenic est employé pour traiter la leucémie aigué promyélocytaire (81).

Sources naturelles
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Figure 11 : Cycle de Arsenic dans I'environnement(82).
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Chapitre 3 : Contamination des poissons par les ETM

3.1 Généralités

La contamination des poissons par les ETM est un processus qui se déroule en trois
temps :
- Assimilation,
- Bioaccumulation par l'individu, ou bioconcentration,
- Bioaccumulation entre individus ou bioamplificationou bioaccumulation trophique
(65).

3.1.1 Assimilation

L’assimilation, ou comment les ETM sont introduits dans les organismes aquatiques ? Ces

derniers sont exposés aux ETM a travers deux voies principales :

o La voie externe par contact, ou la substance toxique reste a la surface de l'organisme
et provoque un phénomeéne d'adsorption (65).

e La voie interne par absorption. Elle résulte d'un processus de transfert des ETM a
travers les membranes cellulaires qui nécessite une complexation avec une molécule
porteuse. Une fois a l'intérieur de la cellule, ils doivent encore se lier a des ligands
adaptés (83).

L'assimilation des ETM par les organismes aquatiques est influencée par le phénomene
de la « spéciation » qui correspond a I'ensemble des formes physico-chimiques d'un élément,

constituant sa concentration totale dans un milieu donné(84).

La fraction des ETM absorbée du total présent dans le milieu est la fraction biodisponible
ou la fraction assimilable. La biodisponibilité est définie comme étant la capacité de I'élément
a étre intégré dans l'organisme vivant. Elle varie selon les formes chimiques de I'élément et
les caractéristiques physicochimiques du milieu telles que la température, le pH et la
salinité(84).
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Le danger de 1’absorption d'un ETM dépend de sa concentration et de sa fraction soluble et
biodisponible. Cette fraction assimilable se concentre dans certains organes, ce qui est appelé
phénoméne d'organotropisme. Cette réceptivité est liee soit a une fonction particuliére de
l'organe (métabolisation, excrétion), soit a sa composition physico-chimique (richesse en

lipides) qui favorise le stockage des ETM et permet leur accumulation (65).

3.1.2 Bioconcentration ou bioaccumulation :

La bioaccumulation est le processus par lequel une substance se retrouve dans un
organisme vivant a une concentration supérieure a celle de son milieu environnant. Tous les
ETM en général sont concernés par la bioconcentration. Ce processus s’exprime par le ratio
entre la concentration du contaminant étudié dans le milieu aquatique et sa concentration

dans I’organisme vivant. Ce ratio porte le nom de « facteur de bioconcentration » - BCF (65).

La bioconcentration présente d’importantes différences d’une espeéce aquatique a une
autre et d’un ETM a un autre. En effet, les organismes vivants concentrent beaucoup plus les
ETM que I’eau environnante. Le FBC des ETM des poissons est de plusieurs milliers de fois

supérieurs a celui des mollusques et des invertébrés (Figure 12) (65).

[F* 1000 a 5000 ]

phytoplancton
[F*102a100]

/ eau [F]

Figure 12 : Facteurs de bioconcentration dans la chaine alimentaire (65).
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3.1.3 Bioamplification (ou biomagnification)

La bioaccumulation entre individus est un processus de transfert des ETM entre les
organismes aquatiques, qui se produit par l'intermédiaire de ce qu'on appelle des transferts
trophiques. Ce processus commence avec l'absorption des ETM par les algues et les
microorganismes qui constituent le premier niveau trophique. Les herbivores, qui se
nourrissent de ces organismes, absorbent alors les ETM et les accumulent dans leur corps. A
leur tour, les herbivores deviennent la proie des carnivores, qui absorbent a leur tour les
ETM. Ce processus peut continuer jusqu'au sommet de la chaine alimentaire, ou les super-
carnivores absorbent les ETM présents dans les organismes qu'ils consomment (figure 13)
(36).

Les concentrations des ETM dans les organismes vivants augmentent au fur et a mesure
que l'on progresse dans la chaine trophique. Au bout de la chaine alimentaire, le
consommateur final aura bioaccumulé une concentration importante des formes solubles des
ETM (36).

Figure 13 : Chaine trophique contaminée par les ETM (65).
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3.2 Facteurs de variation de la bioaccumulation des ETM

Trois groupes de facteurs peuvent influencer l'intensité de la bioaccumulation des
ETM chez les poissons : le contaminant lui-méme, l'organisme accumulateur et le milieu

environnant (85).

3.2.1 Contaminant (ETM)

Nous rencontrons deux facteurs qui concernent le contaminant :
* Le degré de pollution du milieu par les ETM : Il apparait nettement dans diverses
études que les concentrations trouvées chez les poissons correspondent a celles de
I’eau (86).

* La forme physico-chimique des ETM : elle influence directement la diffusion des
ETM a travers les barrieres biologiques des organismes vivants, conditionnant ainsi
leur capacité de bioaccumulation. Les formes ioniques (Hg2+, Cd2+ et Pb2+) sont
celles dont la biodisponibilité est la plus élevée, car elles diffusent a travers la
membrane biologique par des canaux proteiques non spécifiques, tandis que les

formes complexes sont plus difficilement absorbées (85).

3.2.2 Organisme accumulateur (poissons)

En ce qui concerne les organismes accumulateurs, notamment les poissons, nous distinguons

les facteurs suivants :
e La bioaccumulation dépend des variations individuelles des poissons, telles que : la

taille, I'age, le sexe, I'alimentation et la localisation géographique (86).

e L’activité métabolique est également un facteur d'accumulation des ETM dans les
tissus des poissons. La vitesse daccumulation chez les organismes jeunes est

généralement supérieure a celle des organismes agés (86).
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3.2.3 Milieu

De nombreux parameétres physico-chimiques du milieu peuvent influencer la
bioaccumulation des ETM, tels que le pH, la température, la salinité, la concentration
d'oxygene dissous, la concentration de matieres en suspension, le potentiel d'oxydoréduction,
la quantité de carbone organique et la concentration en ligands (87).

Ces facteurs peuvent influencer les échanges d'ETM entre les différents
compartiments, la distribution, la solubilité, la mobilité et la disponibilité des ETM dans les
écosystemes aquatiques ainsi que leurs toxicité vis-a-vis des organismes vivants, en affectant

leur spéciation et de ce fait leur comportement (88).

La saison de l'année peut également avoir un impact sur la bioaccumulation des ETM,
notamment en cas de fortes pluies qui peuvent entrainer le lessivage des sols. En milieu
aquatique, l'acidification peut également jouer un réle en provoquant le lessivage des cations
métalliques adsorbés sur les matieres en suspension, du fait de la compétition entre les

cations et les protons libérés par les acides (89).

L'augmentation de la salinité entraine la remobilisation des ETM présents dans les sédiments
par compétition des ions magnésium et calcium avec les autres ETM adsorbés sur les sites de
fixation dans les sédiments. Ce phénomene est courant dans les zones d'estuaire, ou les eaux
douces des fleuves se mélangent avec les eaux salines de la mer. Ces zones peuvent étre des
sources d'ETM dissous (90).
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3.3 Contamination des poissons par le cadmium

La toxico-cinétique du cadmium dans les poissons passe par quatre étapes :

3.3.1 Absorption

Le cadmium (Cd) est présent dans I'environnement sous forme de chlorure de cadmium
(CdCI2), d'oxyde de cadmium (CdO), de sulfate de cadmium (CdSO4) et de sulfure de
cadmium (CdS). Cependant, dans le milieu aquatique, le Cd existe sous deux formes : la
forme dissoute (Cd2+, CdClI-, CdCI2) et la forme particulaire liée aux matieres organiques et
aux sédiments. Le rapport entre le cadmium dissous et le cadmium particulaire varie en
fonction de la salinité du milieu. La forme particulaire est essentiellement présente dans les

eaux saumatres, les eaux des estuaires et des deltas plutot que dans les eaux maritimes (91).

Il existe deux principales voies d'exposition des poissons au cadmium :

o L'absorption des ions de Cd dissous dans I'eau ambiante via les branchies et d'autres
surfaces permeéables du corps ;
e L'ingestion de particules solides liées au Cd, qui est ensuite libéré de ses particules

porteuses dans le systeme digestif et absorbe par I'épithélium intestinal (92).

3.3.2 Distribution

Chez les poissons, le cadmium est fortement concentré dans les branchies. Une fois
absorbé, il passe dans le sang et se distribue principalement dans le foie et les reins (93) ainsi
que dans une moindre mesure dans la partie comestible du poisson (tissu
musculaire). Toutefois, le risque potentiel pour la santé humaine persiste a moyen et long
terme (94).Le cadmium est stocké dans les mitochondries et le noyau, ou il peut se lier a
I'ADN (93).
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3.3.3 Toxicité

L'exposition aigué des poissons au cadmium perturbe I'équilibre ionique du calcium,
du sodium et du magnésium. En cas d'intoxication chronique (de 1 & 5 pg/L), le cadmium
peut provoquer de nombreux effets indésirables, tels qu'une diminution de la croissance et
de la survie des alevins, un déséquilibre ionique, une perturbation endocrinienne, une
altération de la fonction immunitaire, ainsi que des dommages oxydatifs, tissulaires et
squelettiques (95). Le cadmium a également un impact négatif sur la reproduction,
notamment sur la fécondité, la survie embryonnaire et en provoquant des malformations

larvaires (96).

Morphologiquement, il est impossible de détecter la présence chronique de cadmium
chez un poisson, a l'exception des alevins qui peuvent presenter des scolioses, bien que
cela ne soit pas un signe pathognomonique. Cependant, des lésions hépatiques, branchiales

et rénales peuvent étre observées sur le plan histologique (97).

Dans le cytoplasme, le cadmium est capté par les metallothionéines (MTs), des
proteines intracellulaires riches en cystéine (environ 25-35%) et en acides aminés soufrés
(93). Les MTs interviennent dans le transport et le métabolisme des ions métalliques et ont
un réle protecteur pour les cellules en capturant les ETM toxiques. Leur capacité a
séquestrer le cadmium leur permet d'empécher I'expression de sa toxicité. Une molécule

de MT peut séquestrer 6 a 7 molécules de cadmium (98).

3.3.4 Elimination

La voie majeure d'élimination du cadmium chez les poissons est l'excrétion rénale,
cependant, elle reste faible. Cette voie d'élimination ne semble dépendre que de l'intensité
de I'exposition, car elle est indépendante de l'activité métabolique ou de la taille de
l'individu (93).
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3.4 Contamination des poissons par le Plomb

La contamination des poissons par le plomb (Pb) passe par de nombreuses étapes :

3.4.1 Absorption :

La présence de plomb dans le milieu aquatique peut se présenter sous deux formes
principales : plomb dissous ou li¢ a d'autres particules(87) A court terme, la contamination de
I'eau par le plomb peut étre réduite grace a la tendance de ce métal a se diriger vers les
sédiments, ou il est retenu soit par adsorption sur la matiére organique et les minéraux
dargile, soit par précipitation sous forme de sels insolubles tels que le carbonate, le sulfate ou
le sulfure. La quantité de plomb restant en solution dépend du pH de I'eau environnante (99).

Les ions du plomb (Pb*?) peuvent pénétrer dans I’organisme des poissons par les
branchies, la surface du corps et également par ingestion avec 1’eau et la nourriture. Une fois

entré dans l'organisme, il est absorbe par I'intestin et d'autres tissus (84).

3.4.2 Distribution

Le plomb a la capacité de s'accumuler dans divers tissus et organes, tels que la peau,
les branchies, I'estomac, les muscles, les intestins, le cerveau et les gonades, avant de se
concentrer principalement dans les organes cibles tels que le foie, les reins, les os et les
muscles (100).

3.4.3 Toxicité
Les teneurs maximales de plomb tolérées par les poissons sans apparition de symptémes

varient de 0.04 mg/L a 0.198 mg/L d’eau. Les alevins sont plus sensibles que les adultes et
les ceufs (101).
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L'exposition au plomb peut avoir de nombreux effets toxiques sur les poissons, notamment
sur leur systeme nerveux, leur systeme immunitaire et leur capacité de reproduction (102).
Les troubles de la croissance et du comportement, ainsi qu'un déséquilibre ionique, peuvent
également étre observés (103). L'affinité du plomb pour les groupes sulfhydriles peut affecter
de nombreuses fonctions cellulaires, y compris l'activité enzymatique, la respiration
mitochondriale et la synthése des protéines. Les perturbations de I'intégrité, de la perméabilité
et des fonctions des membranes cellulaires peuvent également étre causées par le Pb (104).

Macroscopiquement, une intoxication au plomb chez un poisson est mise en évidence par un
noircissement de la région caudale de la queue voire une scoliose lors d’imprégnation

importante et prolongée (101).

3.5 Contamination des poissons par le mercure

La contamination des poissons par le mercure suit les étapes citées ci-dessous :

3.5.1 Absorption

Le mercure (Hg) est libéré dans le milieu aquatique principalement sous sa forme
inorganique (Hg+2) et peut y subir divers processus biochimiques tels que l'oxydation, la

réduction, la méthylation et la déméthylation (105).

Le méthylmercure (MeHg), qui est la forme la plus toxique du mercure, est produit
naturellement dans le milieu aquatique par le métabolisme microbien et/ou la méthylation
chimique (105).11 est soluble dans I'eau et facilement transféré des sédiments a I'eau, puis aux
poissons. Le MeHg a la propriété de se fixer et de s'accumuler dans les étres vivants environ
dix fois plus rapidement que le Hg+2.De plus, il traverse facilement les différentes barriéres
biologiques des étres vivants et son temps de séjour dans I'organisme est supérieur a celui de
Hg+2 (106). C'est pourquoi la présence du MeHg dans le milieu marin est particulierement

préoccupante.
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L'absorption de Hg se produit principalement par la consommation de zooplancton ou
de petits poissons contamineés, ainsi que par contact direct avec les sédiments contaminés. Le
Hg est bioaccumulable et biomagnifiable le long de la chaine alimentaire (107), ce qui
explique sa concentration élevée chez de nombreux organismes aquatiques via le milieu
environnant ou par l'intermédiaire de proies contaminées qu'ils consomment. Plus un poisson
se trouve a un niveau élevé de la chaine alimentaire, plus il a tendance & avoir une

concentration élevée de mercure (108).

3.5.2 Distribution

Chez les poissons, la voie de contamination influe sur la répartition du mercure dans
leur corps. Aprés contamination expérimentale via I'eau, les branchies et le muscle présentent
les plus fortes concentrations. En revanche, en cas de contamination via la chaine alimentaire,
le foie, le cerveau et le tissu musculaire sont les tissus les plus touchés. La forme chimique du
métal joue également un réle important dans la répartition du mercure dans l'organisme : le
méthylmercure est principalement stocké dans le tissu musculaire et le cerveau, tandis que le

Hg+2 se retrouve dans le foie et les reins (109).

3.5.3 Toxicité

La toxicité aigué de Hg peut causer des dommages neurologiques tels que la
diminution de l'activité natatoire, la perte d'équilibre et, dans les cas extrémes, la mort. En
revanche, l'exposition chronique au Hg peut entrainer des troubles métaboliques,
d'osmoregulation et d'échange d'oxygene, ainsi qu'un stress oxydatif. Elle peut également
réduire la capacité des organismes a capturer des proies, affecter leur reproduction, et

entrainer une diminution des taux de croissance et de survie (110).

3.5.4 Elimination

Le Hg*2se retrouve principalement dans le foie et les reins en vue d'étre éliminé par
excrétion (111). Bien que les organismes aquatiques soient dotés de mécanismes de
déméthylation et d'excrétion intestinale et rénale, la vitesse de sortie du MeHg reste faible

comparativement a la vitesse d'entrée. Il y a ainsi bioaccumulation au cours de la vie (112).
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3.6 Contamination des poissons par l'arsenic

La toxico-cinétique de l'arsenic dans les poissons suit quatre étapes :

3.6.1 Absorption

Les formes inorganiques de I'arsenic sont plus toxiques que les formes organiques. Dans
les eaux de surface, l'arsenic inorganique est principalement sous forme d'arséniates (V),
tandis que dans les eaux souterraines, les arsénites (I11) sont généralement plus abondants
(75).L'arsenic organique est représenté par l'arsénobétaine (95% de l'arsenic total), I'acide

monomethylarsenic, l'acide diméthylarsenic et les différents acides arsenolipides (113).

La spéciation et le cycle biogéochimique de l'arsenic sont influencés par de nombreux
facteurs biologiques, comme les phytoplanctons qui transforment la forme inorganique en
forme organique par biomethylation. Les bactéries marines transforment également Ila
forme organique en forme inorganique (114). Cette derniére est absorbée par les poissons via

I'eau et la nourriture et uniqguement via la nourriture pour l'arsenic organique (115).

3.6.2 Distribution

Le foie est I'organe majeur de la métabolisation et de la toxicité de l'arsenic, tandis que les
branchies sont les principaux sites d'‘échanges respiratoires et d'absorption des polluants
(116). Le temps d'exposition, le taux dexcrétion et la forme chimique déterminent la
répartition de l'arsenic dans le poisson (117). L'arsenic organique s'accumule généralement
dans le tissu musculaire, le foie et les reins (118). Les formes inorganiques s'accumulent
davantage dans le foie et lI'estomac et se retrouvent a de faibles concentrations dans les

muscles et les branchies (117).

3.6.3 Toxicité

La forme chimique de l'arsenic joue un réle important dans sa toxicité pour les organismes
marins (119). La réduction de l'arséniate (V) en arsénite (I11) peut permettre sa fixation dans
I'organisme avec une interaction sur les groupes thiols (120). L'arsenic favorise la génération
d'especes réactives de l'oxygéne et modifie les enzymes antioxydantes, ce qui entraine

I'apparition de dommages oxydatifs tels que la peroxydation lipidique (116).
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L'arsenic peut affecter les activités enzymatiques, I'équilibre ionique, la fonction immunitaire,

la reproduction, l'expression génétique et la croissance (121).

3.6.4 Elimination

L'élimination des différentes formes d'arsenic peut s'effectuer par plusieurs voies
d'excrétion ; dans les urines par la voie rénale, dans la bile par voie hépatique, ainsi que par
les branchies et la peau (118) (122).

3.7 Teneurs réglementaires des ETM dans la chairdes poissons

La pollution de I'écosystéme aquatique par les éléments traces suscite une préoccupation
mondiale, a la fois en raison de leur impact sur les poissons et des risques qu'ils posent pour
la santé humaine (123). A travers la chaine alimentaire, les ETM se retrouvent accumulés
dans les tissus des poissons, et leur consommation expose ensuite I'homme a ces
contaminants. Les éléments toxiques présents dans les poissons sont aujourdhui reconnus

comme des agents cancérigenes, en plus de leurs effets toxiques spécifiques (124).

Pour répondre a cette problématique et renforcer la protection de la santé publique, de
nombreux pays, tels que I'Algérie, I'Union européenne (UE), I'Australie et la Nouvelle-
Zélande ont établi des limites maximales admises pour le cadmium, le mercure, le plomb et

I'arsenic dans les poissons (Tableau 6).

Tableau 6 : Teneurs maximales admises (mg/kg de poids a état frais) de Pb, Cd et Hg
dans la chair de poisson.

ETM Réglementation Algérienne (125) Norme alimentaire de I'Australie
Réglementation Européenne(126)(127) €t de la Nouvelle-Z€lande(128)
Plomb 0.3 0.5
Cadmium 0.05 0.05
Mercure 0.5 0.5
Arsenic / 2
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Chapitre 4: Intoxications aux principaux ETM chez I’ Homme

4.1 Intoxication au cadmium

La source principale d'exposition au cadmium pour un humain non-fumeur est
I'alimentation (129). Les produits de la mer représentent 8 a 25% de l'exposition alimentaire
(112). Le taux d'absorption du cadmium est lié a sa forme chimique (la solubilité). Ce taux
est augmenté par un régime carencé en calcium, en fer, en zinc, en cuivre ou en protéines

(130). Cependant, il est diminué par des régimes riches en fibres (131).

Le cadmium pénétre dans la circulation sanguine suite a une absorption par les poumons
et/ou lintestin. 1l se lie & l'albumine, a I'hémoglobine, aux métallothionéines (MT) ou aux
lymphocytes lorsqu'il est transporté dans le sang (132). Etant un élément toxique cumulatif
qui n'est pas métabolisé, le Cd se concentre principalement dans le foie, les os, les reins, les

muscles, la thyroide, le pancréas, les testicules et la vésicule biliaire (133).

Le cadmium est tres lentement éliminé, ce qui entraine une demi-vie biologique prolongee
d'environ 20 a 30 ans dans les reins, jusqu'a 10 ans dans le foie (134) et entre 40 et 80 jours
dans le sang (135). Il est principalement excrété par l'urine et les selles, et dans une moindre

mesure par la salive, la transpiration et les ongles (85).

4.1.1 Intoxication aigue

Elle engendre rapidement, a partir de 3 mg ingérés, des vomissements souvent sanglants
associés a des douleurs abdominales intenses, des diarrhées et des myalgies. Cette évolution
aboutit a des troubles hydro-électrolytiques et hémodynamiques importants, provoquant une

insuffisance rénale aigué (55).

Une intoxication massive est mortelle en quelques heures, provoquant un collapsus
cardiovasculaire, une acidose métabolique majeure et une coagulopathie de consommation

(55). La dose orale létale du cadmium pour I'homme est estimée a 350-3500 mg (136).
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4.1.2 Intoxication chronique

Cette intoxication engendre de nombreux effets :
e Atteinte rénale

Elle se manifeste par un dysfonctionnement des tubules proximaux, se traduisant par une
protéinurie, une hypercalciurie, une hyperphosphaturie et une glucosurie. Cela correspond au
syndrome de Fanconi (137).

Elle peut également progresser vers un dysfonctionnement des glomérules rénaux et une
insuffisance rénale (138). L'atteinte fonctionnelle des tubules rénaux se produit lorsque la

concentration de cadmium dans le cortex rénal atteint environ 200 pg/g de tissu renal (57).
e Atteinte osseuse

La forme la plus sévere d'intoxication chronique au cadmium est désignée par le syndrome
Itai-Itai. Ce syndrome, endémique dans la région de la riviere Jinzu au Japon, a été causé par
le rejet de cadmium dans la riviere. Il se caractérise par une décalcification osseuse
(ostéomalacie) et une diminution de la densité osseuse (ostéoporose). A un stade avancé de la
maladie, les os se fracturent facilement, provoquant de multiples fractures extrémement

douloureuses (139).

Cette toxicite est causee par une perte rénale de phosphate et de calcium, associée a un défaut

d'activation de la vitamine D (140).

e Autres effets

- L’exposition au cadmium par voie orale réduit I'absorption gastro-intestinale du fer,
ce qui peut entrainer une anémie (141).

- L'exposition des femmes enceintes induit une diminution du poids moyen des leurs
nouveau- nés avec de nombreuses malformations, principalement squelettiques (137).

- Le cadmium est classé comme un carcinogene de type | par le centre international de
recherche sur le cancer (142). L'exposition par voie orale provoque une augmentation

de la fréquence de certains cancers : Poumons, seins, vessie et endomeétre (137).
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4.2 Intoxication au plomb (saturnisme)

Les aliments et I'eau de boisson représentent la source principale d'exposition au plomb
(Pb). Les produits de la mer représentent de 3 a 11 % de I'exposition alimentaire (112).Le
taux d'absorption est accru en présence d'un régime riche en graisses ou en cas de certaines

carences, notamment en fer et en calcium (chez les femmes enceintes et allaitantes) (85).

Le plomb pénetre dans le sang suite a une absorption par les poumons et/ou le systéeme
digestif. Il se distribue principalement dans les globules rouges (membrane et hémoglobine)
sous une forme non diffusible. Son transport est principalement passif, a hauteur de 90%, et
son accumulation dans les globules rouges est limitee (143). Dans le plasma, une partie du
plomb se lie aux protéines (albumine et gammaglobulines), tandis que l'autre partie est libre
et diffusible (144).Le plomb est un élément toxique qui s'accumule principalement dans les

reins, le foie, les intestins, les muscles (134), les os et les dents (145).

L'élimination du plomb non lié est relativement rapide par rapport a la fraction faiblement
liée, mais I'élimination globale est trés lente, avec une demi-vie estimée a 3 ans pour le plomb
fortement fixe dans les os (146). L'excrétion du plomb peut se faire principalement par

I'urine, mais également par les selles, la salive, la sueur et le lait (134).

4.2.1 Saturnisme aigu

Il apparait a partir d’une plombémie de 1 & 1.2mg/1 chez 1’adulte et de 0.8 & 1 mg/I chez
I’enfant (147).

La symptomatologie observée est caractérisée par:

e Des lésions hépatiques et rénales.

e Un syndrome gastro-intestinal.

e Des effets neurologiques : Malaise, somnolence et une encéphalopathie qui

peuvent conduire a des convulsions et a la mort (148).
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4.2.2 Saturnisme chronique

Il se manifestent a un taux de plombémie d’environ 0.4 - 0.6 mg/L (149) par :

e Des troubles digestifs comme des vomissements, des constipations et des
douleurs abdominales (149).

e Une altération de I’état général, fatigue, Iéthargie et amaigrissement (149).

e Une encéphalopathie et autres troubles nerveux, ou on peut observer des
ceéphalées, des convulsions, de la paralysie et uncoma chez ’enfant (150).

e Une néphropathie avec oligurie, protéinurie, azotémie, uricémie et une
diminution de la clairance de la créatinine (150).

e Destroubles osseux : fragilité osseuse, ostéoporose et ostéomalacie (150).

e Des effets cancérigénes : Le Centre International de Recherche sur le Cancer
(CIRC) a classé le plomb comme cancérogéne probable pour I'homme (groupe
2A) en 2006 (151).

4.3 Intoxication au mercure (Hg)

La principale source de mercure pour 'Homme est I'alimentation. Les produits de la mer
présentent les taux de mercure les plus élevés, en particulier le méthylmercure, qui demeure
une préoccupation pour les populations qui consomment régulierement des poissons (152).
L'absorption du mercure inorganiques est faible par voie digestive. Cependant, les
composes organiques a chaine courte tels que le méthylmercure sont bien absorbés par le
tractus digestif (153).

Le mercure existe sous trois degrés d'oxydation (0, +1 et +2). Une fois dans le sang, il est
oxydé et converti en mercure lipophile (Hg%). Une partie de cette forme peut diffuser a
travers certaines barrieres tissulaires, comme la barriere hémato-encéphalique et la barriere
placentaire. Au sein de ces tissus, le (Hg%) est transformé en Hg?*, des ions mercuriques
hydrophiles qui ne peuvent pas repasser a travers ces barriéres, entrainant ainsi une
accumulation locale. Ce phénoméne explique la distribution du mercure et sa longue demi-
vie dans des organes tels que le cerveau, le placenta, le lait maternel et les reins (154). Les
dérivés organiques du mercure sont lipophiles et peuvent facilement franchir les barrieres

hémato-encéphalique et placentaires (155).
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La demi-vie sanguine des dérivés inorganiques peut aller jusqu'a 45 jours, tandis que celle du

methylmercure est comprise entre 35 et 189 jours. Dans les reins, pour ce dernier, elle est

d'environ 60 jours, et sa durée dans le cerveau est trés longue et mal connue. Les dérivés

organiques sont éliminés par la bile et se concentrent également dans le lait. En revanche, les

dérivés inorganiques sont excrétés par les reins, les feces, la sueur et les poumons (156).

4.3.1 Intoxication au Hg inorganique

Intoxication aigue

Elle se produit généralement suite & une exposition accidentelle a des concentrations
trés élevées de mercure ou a l'ingestion de grandes quantités de composés mercuriels

inorganiques. La dose létale est de I'ordre de 1,5 g (150).

La sévérité du tableau clinique dépend de l'intensité de I'exposition. Nous observons
des lésions digestives dues a son pouvoir caustique, des douleurs abdominales, des
vomissements sanglants, une gastro-entérite et une colite ulcéro-hémorragique
pouvant eévoluer jusqu'a un état de choc hémodynamique, une defaillance
cardiovasculaire ou une insuffisance rénale aigué anurique pouvant entrainer le
déces (157).

Intoxication chronique

En cas d'exposition prolongée a de faibles doses, il est possible d'observer des
tubulopathies dose-dépendantes et des glomérulonéphrites a dépdts extra
membraneux, résultant de l'accumulation de mercure inorganique (Hg?")dans les
tubules proximaux du rein et dans la zone superficielle de la médullaire externe
(157).

Cette intoxication entraine également une immunodépression due a la réduction de la

prolifération lymphocytaire, ce qui peut interagir avec d'autres facteurs et favoriser le

développement de maladies auto-immunes (158).
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4.3.2 Intoxication au méthylmercure

Des cas d'intoxications collectives tragiques causées par lingestion daliments

contaminés par des dérivés du méthylmercure sont illustrés par les catastrophes survenues
dans le village de Minamata (Japon) entre 1953 et 1956, a Niigata (Japon) en 1964-1965, en
Irak en 1971-1972, au Pakistan, au Guatemala, ainsi qu'aux Etats-Unis et en France (159).

Les intoxications au méthylmercure peuvent s’exprimer par :

Atteinte du systeme nerveux

On observe lors d'intoxications modérées un malaise général, une asthénie et une
atteinte du champ visuel. Cependant, dans les cas critiques, une encéphalopathie
sévere se développe, entrainant une detérioration intellectuelle, des troubles du
comportement, une ataxie cérébelleuse et des tremblements myocloniques. Ces

symptdmes conduisent le plus souvent au coma et a la mort (157).

Atteinte du systéme immunitaire

Le méthylmercure bloque les fonctions immunitaires du manganése et du zinc,
provoquant ainsi un déficit en enzymes antioxydantes telles que la Superoxide
dismutase. Il compromet la réponse immunitaire aux infections et peut induire ou
aggraver les maladies auto-immunes (160).Cela entrave la capacité a lutter contre
diverses maladies et cancers, notamment la maladie d'Alzheimer, la maladie de

Parkinson, le syndrome de Down et la dengue (158).

Autres effets

Le méthylmercure traverse la barriére placentaire ou il exerce un effet foetotoxique
et tératogene. Ainsi, a Minamata, les méres exposées durant leur grossesse ont
donné naissance a des nouveau-nés avec des malformations, des retards staturo-
pondéraux (161), des perturbations du langage et de la mémoire, un déficit
d'attention et de l'autisme (158).

MeHg peut étre a l'origine d'une augmentation de la mortalité due aux maladies
cardiaques, comme [I’infarctus du myocarde, les arythmies cardiaques, les
endocardites et des myocardites (162).

Le centre international de recherche sur le cancer a classé le méthylmercure comme

cancérogene possible pour I’Homme (groupe B) (163).
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4.4 |Intoxication a lI'arsenic

La principale source dapport de larsenic dans l'organisme est l'alimentation, et
I'absorption se produit principalement par voie orale. L'inhalation et I'absorption cutanee
sont beaucoup moins importantes (164) Le taux d'absorption dépend de la forme
chimique et de la solubilité des composés arsenicaux, ainsi que de la nature et de la

composition des aliments et/ou de I'eau avec lesquels ils sont ingérés (165).

Il est transporté dans le sang, fortement li€ aux groupements SH des protéines
plasmatiques et a I'hémoglobine. Dans le sang ou dans le foie, l'arsenic subit des
réactions d'oxydoréduction, des conversions entre I'As(lll) et I'As(V), ainsi que des
réactions de methylation. Cette derniere aboutit a la formation de monométhylarsenic ou
de dimethylarsenic qui sont moins réactifs et plus facilement éliminés (166).L'arsenic
inorganique ( arséniates (V) et arsénites (111)) est la forme toxique de I'As. L'arsenic
organique est représenté par larsénobétaine, l'acide monométhylarsenic, I'acide

diméthylarsenic et les différents acides arsenolipides (113).

Sa demi-vie sanguine est d'environ une heure. Il est rapidement distribué vers différents
organes, principalement le foie, les reins, les poumons, les muscles, la peau, les phaneres
et les 0s. Ses composés sont capables de traverser la barriére placentaire ainsi que la
barriére hématoméningée (165). L'élimination de l'arsenic se fait principalement par voie
urinaire, sous forme inchangée ou sous forme de métabolites méthylés (167).L'excrétion
dans le lait (168) la bile, les feces et la sueur constituent des voies d'élimination mineures
de l'arsenic (169)

4.4.1 Intoxication aigue

Les premiers symptdmes surviennent quelques heures apres l'ingestion d'une forte
dose darsenic inorganique et sont de type gastro-intestinaux : douleurs abdominales,
hémorragies, vomissements et diarrhées (170). Ils sont fréguemment accompagnés d'une

instabilité hémodynamique qui se traduit par de I'nypotension et une tachycardie (169).
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D'autres effets sont ensuite observés, de nature respiratoire (Syndrome de détresse
respiratoire aigué), des crampes musculaires et des anomalies cardiaques, ainsi que des
troubles neurologiques (encéphalopathie aigué), des convulsions et des paralysies pouvant
aller jusqu'a un état de coma. Le décés peut s'ensuivre tres rapidement, suite a la

défaillance multi-organique (171).

En cas de survie de la personne intoxiquée, d’autres signes peuvent apparaitre plus
tardivement, des neuropathies périphériques accompagnées de troubles psychologiques,
des pertes de mémoire, des hallucinations, une atteinte motrice et des Iésions de la peau
(165).

La dose Iétale pour I’'Homme, par la voie orale, a ¢été estimée a partir

d’empoisonnements entre 1 et 3 mg/kg/j (172).

4.4.2 Intoxication chronique

S’exprime sous diverses formes :

e Lésions cutanées

Elles se manifestent par des hyperkératoses (en particulier de la paume des mains et
des pieds), une alternance de zones hyperpigmentées et de petites zones
hypopigmentées (173), des lésions cutanées précancéreuses (la maladie de Bowen)
qui évoluent en une dizaine d'années en carcinome basocellulaire ou spinocellulaire
174).

e Atteinte du systeme cardio-vasculaire

Cette intoxication était endémique dans la région de Taiwan, consécutive a I’ingestion
d’eaux de boisson dont les concentrations en arsenic inorganique étaient de 1’ordre de
0,17 4 0,80 pg/L (169).

L'effet sur le systeme vasculaire est caractérisé par la maladie des pieds noirs, suite a
une diminution de la circulation sanguine périphérique au niveau des pieds, ce qui
conduit a une nécrose des tissus puis a une gangréne séche (169), D'autres effets
vasculaires incluent I'hypertension, la maladie de Raynaud et la cyanose des doigts et
des orteils (165).
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On observe également des épaississements de la couche interne de la paroi des
vaisseaux sanguins, entrainant une restriction du flux sanguin et une augmentation de

la pression sanguine, ce qui augmente le risque d'athérosclérose (175).

e Effets neurologiques

Ces atteintes se manifestent par des neuropathies périphériques symétriques, qui se
traduisent initialement par des paresthésies au niveau des extrémités des pieds et des
mains, ainsi qu'une sensation de fourmillement, qui progressent ensuite vers la racine
du membre (176).

e Autres effets

- Une exposition orale chronique a une dose de 0,01 mg/kg/jour conduit a des
symptomes digestifs et hépatiques : Nausées, vomissements, diarrhées, douleurs
abdominales, perte d’appétit (169) et a une hépatomégalie, fibrose du foie pouvant

aller dans les cas les plus sérieux a des cirrhoses (165).

- L’arsenic inorganique posséde des propriétés immuno-toxiques jouant

probablement un réle majeur dans la survenue de pathologies infectieuses (177).

- L'arsenic inorganique franchit la barriere placentaire atteint le feetus. Cette
exposition est associée a une réduction du poids des nouveau-nés, a une
augmentation du nombre d’avortements spontanés et a des troubles du

développement neurocomportemental des jeunes enfants (178).

- L’arsenic inorganique est classé cancérogéne avéré pour ’'Homme par le Centre
International de Recherche sur le Cancer, I'Agence de protection de I'environnement
des Etats-Unis et I’'Union Européenne. Les effets cancérogénes de I’arsenic se
développent apres une période de latence comprise entre 20 et 30 ans. Les cancers
les plus communs sont: Les cancers cutanés, de la vessie, et dans une moindre

mesure du foie, des reins et de la prostate (179).
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4.5 Traitement des intoxications aux ETM

4.5.1 Intoxication aigue

En cas d’intoxication importante avérée, une décontamination précoce gastro-intestinale doit
étre instaurée par un lavage gastrique, suivie d'un traitement symptomatique en cas de besoin:
Fluidothérapie, ventilation mécanique, oxygénothérapie. Les médecins spécialisés en
toxicologie prescrivent des médicaments chélateurs puissants qui augmentent 1’excrétion

rénale et diminuent 1’absorption intestinale, ce qui diminue ainsi leurs toxicités (180).

Certains auteurs proposent pour I’intoxication :

e Aucadmium :

Une chélation per os par de I’acide 2,3-dimercapto-succinique DMSA a une dose de

30 mg/kg/jour en trois prises sans dépasser la dose de 1,8 g/ jour (55).

e Au plomb:

Une perfusion intraveineuse de sel disodique et monocalcique de I’acide éthyléne-
diamine-tétra-acétique(EDTA), ou EDTA calcicodisodique ou EDTA calcique. Le
plomb remplace le calcium et forme un complexe (un chélate) soluble, rapidement

¢liminé dans I’urine (150).

e Au mercure inorganique :

Des agent chélateurs tel que: le zinc, le sélénium, les agents contenant des
groupements thiol : le 2,3-dimercaptopropanol (BAL), la N-acétyl-d-pénicillamine
(NAPA), l’acide méso-2,3-dimercaptosuccinique (DMSA), le 2,3-dimercapto-
propane-1-sulfonate (DMPS) (181).
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L’administration de résine thiolée, peut favoriser 1’excrétion fécale et bloquer le
cycle entérohépatique. Cependant, le traitement par les agents chélateurs n’a pas

prouvé son efficacité en cas d'intoxication au mercure organique (181).

e A l’arsenic inorganique:

L'injection musculaire de dimercaprol 3-5 mg/kg/4h pendant 48h puis toutes les 6h

pour les 24h suivantes a prouvé son efficacité (182).

4.5.2 Intoxication chronique :

La meilleure option consiste en premier lieu a éviter ou au moins a minimiser I'exposition
aux sources des ETM , puis a suivre un régime alimentaire bien adapté au degre et au type
d'intoxication (182).

En cas d'intoxication chronique au plomb, le traitement comporte I’administration
d’EDTA calcique en perfusion. D’autres chélateurs peuvent étre utilisés, notamment
I’acidedimercaptosuccinique ou DMSA (Succimer : SuccicaptalR), bien toléré et actif par

voie orale a une dose de 10 a 20mg/kg par jour (maximum de 1,8 g/j chez I’adulte) (157).

La chélation par le DMSA est indiquée aussi en cas d’intoxication chronique au mercure
inorganique (157). Une médication symptomatique, comprenant des antianémiques, des

corticoides, des vitamines du groupe B, etc., peut également étre nécessaire (150).

Il n’existe pas de traitement spécifique de I’intoxication chronique a l'arsenic inorganique

(182)et au cadmium. En outre, certains agents chélateurs sont dangereux (55).
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4.6 Etude et évaluation du risque toxicologique des ETM pour le

consommateur

4.6.1 Généralités

L’évaluation du risque toxicologique d'une substance chimique comme les ETM , est un
processus qualitatif et quantitatif qui vise a déterminer la probabilité qu'une exposition a
un ou a des agresseurs environnementaux d’origine chimique, produise des effets néfastes

sur la santé humaine (183).

Ce risque peut étre associé a des agents chimiques intentionnellement ou accidentellement
présents dans les aliments, provoquant soit des effets immédiats (cas de toxi-infections
alimentaires), ou différés dans le temps (cas des cancers et dégenerescence de certains
organes et fonctions physiologiques). De plus, la grande variabilité individuelle liee aux
facteurs geénétiques, physiologiques et environnementaux, a pour conséquence des

réactions tres diverses aux agents toxiques agresseurs (184).

C’est une démarche scientifique mettant en relation des informations toxicologiques sur un
contaminant avec les informations sur I'exposition humaine a ce contaminant, en vue
d'estimer quantitativement I’importance de ses effets toxiques connus ou potentiels
pouvant résulter de I’exposition de I’Homme a des aliments porteurs de ce danger. Pour
¢valuer le danger, une synthése de I’ensemble des données toxicologiques et
épidémiologiques disponibles sur la substance respectivement chez 1’animal et chez
I’Homme est réalisée. Ces données ont principalement pour sources les rapports du
Comité¢ mixte FAO/OMS d’experts des additifs alimentaires (JECFA) et du comité

scientifique de l'alimentation (SCF) et des publications scientifiques (183).

4.6.2 Etapes d'évaluation du risque

L'évaluation du risque toxicologique pour la santé humaine comprend quatre étapes
(figure 14) :
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Figure 14 : Processus d'évaluation du risque (184).

4.6.2.1 Ildentification du danger

Elle consiste a identifier les effets néfastes d'une substance chimique (comme les ETM)
présente dans un aliment sur la santé humaine (184).Cette identification est faite sans
tenir compte de la dose nécessaire ni des mécanismes specifiques impliqués dans la
production de ses effets indésirables. Elle s’appuie d’une part sur les données
épidemiologiques et cliniques lorsqu’elles existent, et d’autre part sur des études

conduites in vitro (modéles mécanistiques) ou in vivo (chez I’animal) (185).

4.6.2.2 Caractérisation du danger

Elle correspond a I'évaluation qualitative et quantitative de la nature des effets négatifs
sur la santé humaine, a I’établissement d'une relation dose / effet et a la caractérisation

du mode d’action et des mécanismes de toxicité associés aux dangers identifiés (184).

Elle va s’appuyer essentiellement sur la toxicologie expérimentale et les donnees
recueillies chez I’animal doivent étre alors extrapolées chez I'Homme. L’estimation de la
dose équivalente chez 1’animal et chez I’homme est un probléme de pharmacocinétique
comparative. A cela s’ajoute le fait que le danger peut changer de nature avec la dose ou
méme disparaitre completement par le fait que le métabolisme d’une substance chimique
peut étre différent aux fortes doses et aux faibles doses. Le toxicologue prend en compte
I’incidence potentielle de ce type de modifications liées a la dose lors de I’extrapolation

des effets indésirables aux faibles doses (186).

46



4.6.2.3 Evaluation de I’exposition

C'est I’évaluation qualitative et/ou quantitative de I’ingestion d'une substance toxique par
le biais d’aliments. Elle permet de classer la population selon le risque d’exposition, de
déterminer les relations entre des effets indésirables et 1’exposition a une substance
particuliere. Ces évaluations sont utiles a la prise de décisions en matiére de

réglementation et de sécurité des aliments (184).

Les méthodes utilisées pour I’évaluation de I’exposition a un produit chimique reposent
généralement sur la contamination réelle de l'aliment par le produit chimique et la
consommation de cet aliment par la population (187). Dans le cas des ETM, cette
évaluation aboutie a la détermination de la dose journaliére d'exposition (DJE) (188).

4.6.2.4 Caractérisation du risque

Elle est définie comme étant I’estimation qualitative et ou quantitative, compte tenu des
incertitudes inhérentes a 1’évaluation, de la probabilité de survenue ainsi que de la gravité
des effets indésirables connus ou potentiels sur la santé de 'Homme. Cette estimation est
généralement difficile a réaliser puisqu’elle va dépendre de la nature de D'effet, de

I’importance ainsi que de la durée de 1’exposition (184).

D’une fagon générale, pour les substances chimiques présentant un seuil, la probabilité
d’effets adverses sur la santé est négligeable si ’exposition (DJE) est inférieure aux
doses journaliéres et hebdomadaires tolérables (DJT/DHT) établies par les comités
scientifiques Européens et internationaux (189).La caractérisation du risque dans le cas
des ETM peut étre exprimée par le quotient de danger (THQ) et I'indice de danger (HI)
(188).

En fait, il convient de noter qu’une exposition dépassant les valeurs toxicologiques de
référence n’est pas nécessairement associée a la survenue d’effets négatifs significatifs
puisque ces valeurs sont basées sur 1’exposition chronique et incorporent une marge de

sécurité (190) (191).
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Chapitre 5 : Analyse des ETM par la spectrophotomeétrie de

masse par plasma a couplage inductif

Bien qu'il existe plusieurs méthodes d'analyse des éléments traces métalliques (ETM) dans
différentes matrices biologiques, seule la spectrophotométrie de masse a plasma a couplage
inductif (ICP-MS) sera décrite en détail. 1l est important de lyophiliser I'échantillon de chair
de poisson, puis de minéraliser I'échantillon avant de quantifier et de doser les ETM a l'aide
de I'NCP-MS.

Dans ce contexte, la méthode spécifique utilisée pour réaliser cette étude sera décrite en détail

ci-dessous.

5.1 Lyophilisation :
5.1.1 Principe

La lyophilisation appelée autrefois cryodessiccation, est une opération de déshydratation ou
de sechage a basse température et basse pression. Elle consiste a éliminer principalement par
sublimation, I’eau contenue dans un produit. Cette technologie conduit a l'obtention d'un
Iyophilisat, c'est-a-dire un produit sec. Elle est largement utilisée dans [lindustrie
agroalimentaire et pharmaceutique en raison de sa capacité a stabiliser et a conserver les
produits chimiques ou biologiques thermolabiles qui sont sensibles aux dommages causés par
la chaleur (192).
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Le procédé de lyophilisation suit 3 étapes principales, successives et indissociables (193) :

e Congélation : Transforme l'eau libre en cristaux de glaces. Elle permet d’inhiber les
réactions bactériennes et biochimiques et de conserver les caractéristiques initiales du
produit. Lors de cette étape, la température doit étre inférieure a la température de

solidification du produit.

e Dessiccation primaire ou sublimation : elle permet de sublimer les cristaux de glace
formés. Lors de cette étape, la majeure partic de I’eau est extraite par sublimation

(passage de I’eau de I’état solide a 1’état de vapeur sans passer par 1'état liquide).

e Dessiccation secondaire ou désorption : elle élimine Il'eau liée et non congelée
adsorbée a la surface des pores de la matiere seche ou incluse dans la masse du

Iyophilisat.

Le processus de lyophilisation est influencé par deux paramétres, a savoir la pression et la
température a lintérieur du lyophilisateur (tableau 7), qui dépendent des propriétés
thermiques du produit a lyophiliser. L'utilisation de températures plus basses nécessite

davantage d'énergie et entraine une complexité accrue de I'équipement (194).

Dans notre étude nous avons opté pour la température -40°C et une pression de 0.12 mbar

pendant 72h (La méthode utilisée est plus détaillée dans la partie expérimentale).

Tableau 7: Pressions et températures de lyophilisation (194).

Température (°C) Pression(mbar)
-30 0.3798
-40 0.1288
-50 0.0395
-60 0.0108
-70 0.0026
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5.1.2 Appareillage

Le Iyophilisateur est constitué de trois principales composantes (figure 15) :

Chambre de lyophilisation :

C’est la chambre dans laquelle on met le produit a lyophiliser. Généralement, elle
contient plusieurs étagéeres et des capteurs de température et de vide pour surveiller
et contrOler le processus. Elle doit étre étanche et résistante car elle est soumise a
des changements importants de pression et de température (194).

Condenseur

Lorsqu'on décrit un condenseur, on met en avant sa capacité et sa température de
fonctionnement. Le condenseur est composé de plaques de serpentins ou d'autres
surfaces similaires qui sont refroidies a des températures trés basses. Sur ces
surfaces, la vapeur du solvant se condense et gele. Genéeralement, Il se trouve a
I’intérieur de la chambre de lyophilisation pour ne pas affecter les performances de
piégeage. . Il est crucial de choisir un condenseur dont la capacité est suffisante pour

permettre une capture facile de toute la vapeur de solvant qui se condensera (194).

Pompe

La pompe a vide assure la régulation du vide a l'intérieur de la chambre de
lyophilisation. La mise sous vide empéche la décongélation des produits et accéléere
le séchage. Pendant cette étape I'eau passe directement du stade solide de la glace a
I'état gazeux et s'échappe du produit. Il est donc trés important de bien contréler le
niveau du vide. Le manomeétre doit étre solide et convenir au type de lyophilisateur
(194).
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Figure 15: Schema des principaux constituants d'un lyophilisateur (194).

5.1.3 Avantages et inconvénients :

e Cette technique permet d’obtenir un produit considérablement plus stable et a longue
durée de conservation, méme sans additifs.

e Le produit lyophilisé conserve sa qualité organoleptique et nutritionnelle et méme ses
nutriments les plus fragiles.

e Elle permet de diminuer la limite de détection et de quantification de I''CP-MS.

(Conversion des valeurs de poids sec (lyophilisé) au poids frais).

e Cependant, la consommation énergétique est importante car le procédé est long. On
obtient donc des produits a haute valeur ajoutée mais pour un codt de revient éleve.

e Enfin, I'utilisation de gaz frigorigéne comme le fréon, vient également poser les
limites environnementales de ce procédé. Cependant, aujourd’hui ces gaz frigorigénes

sont souvent remplacés par d’autres gaz moins polluants (192) (195).
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5.2 Minéralisation

La minéralisation d'un échantillon consiste a éliminer toute matiere organique dans le but de
rechercher un élément minéral, de supprimer I'effet perturbateur des substances protéiques du
substrat, de limiter ou d'éviter les interférences liées aux matiéres organiques, d'ioniser les
ETM et dassurer leur concentration, ce qui améliore la sensibilité des mesures (196). La
plupart des méthodes utilisées pour l'analyse des ETM dans des matrices biologiques
nécessitent des étapes de digestion ou de dissolution. En effet, il est nécessaire de
décomposer I'échantillon et de le transformer en une phase liquide homogéne avant l'analyse
(197). Par conséquent, l'efficacité de la méthode de digestion est particuliérement importante
pour obtenir des résultats préecis et reproductibles. La minéralisation est une étape cruciale car
les techniques de dosage des ETM supposent que la matiére organique des échantillons soit

détruite. Elle peut étre réalisée par voie séche ou par voie humide (198).

La méthode utilisée dans cette étude est la minéralisation par voie humide dans un systéme

ferme utilisant les micro-ondes (détaillée plus en profondeur dans la partie expérimentale) :

o Cette méthode est largement utilisée de nos jours (199) Elle implique une attaque a
chaud a l'aide d'un ou plusieurs acides forts dans le but de dissoudre les ETM en
solution et d'éliminer la matiere organique (198).

o Ladigestion de I'échantillon est réalisée en présence d'acide nitrique (HNO3z) dans un
récipient hermétiquement clos, placé dans un conteneur sous pression et soumis a des
températures et pressions élevées a l'aide d'un four a micro-ondes en systéme fermé
(200).

o Cette méthode nous permet de minimiser les pertes d'éléments métalliques volatils par
rapport a la minéralisation par voie séche (201).Cependant, elle présente quelques
inconvénients, tels gu'une consommation de temps plus importante et I'obligation
d'utiliser des réactifs de qualité ultrapure pour minimiser les valeurs de blancs, qui
servent a évaluer la contamination des réactifs, des matériels utilisés et de lair
ambiant (202).
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5.3 Dosage des ETM par I'lCP-MS

5.3.1 Principe

Cette technique a émergé dans les années quatre-vingt (203) . Elle est basée sur I'association
d'un plasma d'argon induit par couplage et d'un spectrométre de masse. Le réle du plasma est
de désolvater, de dissocier et d'atomiser I'échantillon, tandis que le spectrométre de masse
permet de séparer les différents ions présents et de sélectionner spécifiquement l'analyte pour

I'envoyer au detecteur (204).

Cette méthode danalyse qualitative et quantitative repose sur l'identification et la
quantification des ETM constitutifs d'un échantillon en fonction du rapport de leur masse

atomique a leur charge électrique (205).

Elle présente par rapport aux techniques classiquement utilisées, I’avantage:

e Du plasma induit par haute fréquence :

- Potentiel multi-élémentaire.

- Tres grande sensibilité.

- Rapidité de succession des echantillons.
e De la spectrométrie de masse :

- Abaissement des seuils de détection.

- Etendue de la gamme dynamique.

- Rapidité d’analyse.

- Possibilité de mesures isotopiques des €léments trace (205).

5.3.2 Fonctionnement et appareillage de ’ICP-MS

L’analyse des échantillons peut étre divisée en quatre étapes, chacune de ces étapes se

déroule dans une partie de I'lCP-MS (figure 16):

Introduction de I’échantillon et production de I’aérosol.

Ionisation a I’aide de la torche a plasma.

Séparation en masse.

Détection et traitement informatique du signal (206) (207).
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Figure 16 : Schéma descriptif du fonctionnement d'un ICP-MS (208).

5.3.2.1 Introduction de I’échantillon et production de I’aérosol

Les analyses impliquent des échantillons qui ont été mis en solution. La production
d'aérosol commence une fois que [I'échantillon est introduit dans le nébuliseur
(205).L"aérosol ainsi formé pénetre ensuite dans une chambre de pulvérisation dont le role
est de trier les gouttelettes en fonction de leur taille et d'éliminer les plus grosses (> 10 um)
qui pourraient perturber le plasma. Cependant, les plus petites gouttelettes sont introduites
dans le plasma sous forme d'aérosols fins afin de faciliter I'ionisation sans éteindre le plasma
(209).

5.3.2.2 Ionisation a I’aide de la torche a plasma

L’¢échantillon arrive alors dans une torche a plasma d’argon. Ce dernier est obtenu par un
couplage inductif a pression atmosphérique entre un champ électromagnétique
radiofréquence et un flux de gaz d'argon (210). Le temps de séjour de I’échantillon dans le
plasma est limité parce que la température du plasma est suffisamment élevée pour pouvoir
volatiliser n’importe quel type d’élément. Le plasma fonctionne a trés haute température

(6000 a 8000 K), suffisante pour sécher, atomiser et ioniser plus de 75 éléments (205).
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5.3.2.3 Separation en masse

Le spectrometre de masse fonctionne a température ambiante et a trés basse pression. Ces
deux paramétres, la température et la pression, sont modulés au niveau de la région de
l'interface. Cette interface permet de passer du plasma a haute température et a pression
atmosphérique au vide et a une température appropriée pour le bon fonctionnement du

spectrométre (210). Elle associe successivement les composants suivants (voir Figure 17):

e L'échantillonneur : Il s'agit du premier cdne en nickel, utilisé pour extraire les ions du
plasma.

o L'écorceur : Il s'agit du deuxieme c6ne, comportant un orifice de diamétre plus réduit,
servant a prélever le centre du jet supersonique.

« Une optique ionique constituée d'une ou plusieurs lentilles électrostatiques, ayant pour
réle d'arréter les photons et de refocaliser le jet d'ions afin de le rendre concentrique a

I'axe du filtre quadripolaire (205).

Les ions ionisés sont ensuite dirigés vers un analyseur de masse, qui a pour fonction de trier

les ions en fonction de leur rapport masse atomique / charge électrique (205).

Echa uﬁllnnneur

Opnque ionique Ecurceur

Détectenr Anah seunr

Figure 17 : Schéma du systeme analytique du ICP-MS (205).

5.3.2.4 Détection

La partie détection utilise des détecteurs directs d'ions, tels que des multiplicateurs
d'électrons a dynodes discretes a deux etages. Ces détecteurs permettent de fonctionner en
mode analogique (pour des concentrations élevées), en mode comptage ou en combinant les
deux modes pour améliorer la plage dynamique de mesure (205). Le détecteur enregistre les
impulsions de courant générées par les ions lorsqu'ils atteignent le détecteur, méme a des

taux de comptage tres élevés (209).
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5.3.3 Applications, avantages et inconvénients

La sensibilité et les limites de détection offertes par I'CP-MS en font une technique
adaptée a la détermination des éléments traces (0,1 - 100 pg/L) et des éléments ultra-
traces (< 0,1 pg/L) (211).

L'ICP-MS permet danalyser plus de 90% des ETM avec un faible niveau
d'incertitude. Ces avantages font de I'lCP-MS I'une des techniques les plus utilisées
pour répondre aux exigences analytiques dans différents domaines de recherche

technique, en particulier dans I'analyse des éléments traces métalliques (212).

La norme NF EN ISO/CEI 17025 accorde une attention particuliere a la climatisation
et a la ventilation de la salle, ainsi qu'a I'extraction réguliere de la chaleur générée par
la torche, le générateur haute fréquence et les pompes (213).

La préparation des echantillons biologiques est nécessaire pour les rendre compatibles
avec l'analyse par ICP-MS, ce qui peut impliquer des étapes telles que la dilution,
I'ajustement de la salinité et la maitrise des niveaux de concentration des analytes
(214).

L'ICP-MS est un instrument colteux a acquérir et a exploiter (215).

Les interférences non-spectroscopiques, dues aux caractéristiques physiques des
échantillons, peuvent avoir un impact sur la nébulisation et le transport de l'aérosol
(216).De plus, la présence de concentrations élevées d'éléments facilement ionisables
peut entrainer une diminution du signal en déplacant I'équilibre d'ionisation de
l'analyte. Ces interférences peuvent étre résolues par une dilution de I’échantillon ou
par 'utilisation d’un étalon de masse et de potentiel d’ionisation similaires a ceux de
’analyte (205).

Les interférences spectroscopiques, qui sont liées a la limite de résolution de
I'analyseur, ont principalement un effet sur les éléments ayant une masse atomique
inférieure ou égale a 80. Cela inclut les interférences isobariques qui se produisent
lorsque des isotopes d'un élément différent de Il'analyte ont un rapport m/z quasi-
identique. Pour résoudre ces interférences, des équations de correction peuvent étre
utilisées en prenant en compte les intensités et les abondances des nucléides interférés
(217).
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6. Objectifs

Dans notre étude, notre objectif est de procéder a une recherche visant a identifier la
présence de contaminants chimiques toxiques, plus précisément les ETM, dans les produits
issus de la pisciculture en Algérie, qu'ils proviennent des eaux marines ou continentales. En
identifiant et quantifiant certains de ces éléments, nous pouvons également évaluer les
risques toxiques et potentiellement cancérigénes auxquels les consommateurs de ces

produits sont exposés.

Afin de réaliser cet objectif, les différentes étapes de la recherche a suivre sont énumérées

ci-dessous :

o Evaluation des teneurs en plomb (Pb), cadmium (Cd), mercure (Hg) et en arsenic
(As) dansla chair de la daurade (Sparus aurata) et du Bar (Dicentrarchus labrax)
élevés dans des fermes piscicoles marines. Ainsi que dans la chair de tilapia gris
(Oreochromis niloticus) et du tilapia rouge (résultant du croisement de O.

niloticus X O. mossambicus) eleves dans des fermes piscicoles continentale

o Comparer les niveaux de contamination des poissons de la pisciculture marine et

ceux de la pisciculture continentale.

e Prospection des fermes piscicoles actives avant et apres la commercialisation, afin
de comparer les niveaux de contamination des poissons qui n‘ont pas encore

atteint la taille marchande et de ceux qui sont préts a étre commercialisés.

e Evaluation des teneurs en plomb (Pb), cadmium (Cd), le mercure (Hg) et l'arsenic

(As) dans l'alimentation des poissons et dans les eaux des zones d'élevage.

e Evaluation des performances de croissance des poissons dans chaque ferme

piscicole.

e Evaluer la qualité sanitaire de ces poissons et les risques toxiques et cancérigénes
encourus par le consommateur Algérien a travers la consommation de ces
poissons, en se référant a des valeurs de référence nationales et internationales

régissant la présence des éléments traces métalliques dans les produits de la péche.
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7. Matériels et méthodes

7.1 Plan d’échantillonnage

7.1.1 Espéces etudiées :
Le choix des especes a étudier a abouti a quatre espéces de poissons d’élevage, a
savoir : la daurade (Sparus aurata), le Bar (Dicentrarchus labrax), le tilapia rouge
(résultant du croisement de O. niloticus X O. mossambicus) et le tilapia gris
(Oreochromis niloticus) qui sont des especes habituellement élevees en Algérie et

représentent les produits de pisciculture les plus largement consommes (218).

7.1.2 ETM adoser :
Cette demarche a porté sur les éléments métalliques les plus toxiques, reconnus par les
autorités sanitaires nationales et internationales pour leur présence dans les produits de
la péche et la chaine alimentaire : plomb (Pb), cadmium (Cd), le mercure (Hg) et
I'arsenic (As) (52) (53).

7.1.3 Zones d’étude:
Dans notre plan d'échantillonnage, nous avons choisi d'étudier les produits issus de
deux types d'élevage piscicole : celui mené en eau de mer (fermes piscicoles marines)
et celui mené en eau douce (fermes piscicoles continentales). Avec l'assistance du
ministére de la Péche et des Ressources Halieutiques, nous avons échantillonné et pris

en considération certaines fermes piscicoles répondant aux critéres suivants :

- Etre en production pendant la période de notre étude.
- Avoir un volume de production annuel significatif.

- Avoir l'autorisation d'accés aux structures d'élevage.

Pour avoir satisfait a tous ces critéeres, quatre fermes piscicoles de quatre zones géographiques
distinctes de I'Algérie ont été sélectionnées : deux fermes piscicoles marines localisées dans
les wilayas de Chlef et de Béjaia, ainsi que deux autres fermes piscicoles continentales

situées dans les wilayas d'Alger et d'Ain Defla.
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e Ferme piscicole marine de Chlef :

Cette ferme d'élevage de poissons marins (daurade et loup de mer) est située dans la
commune de Beni Haoua, a 70 km au nord de Chlef et & 170 km & l'ouest d'Alger. Elle

est implantée & proximité du port de Beni Haoua (figures 1 et 20).

e Ferme piscicole marine de Bejaia :

Cette ferme d'élevage de daurade est située dans la commune de Beni Ksila, a 53 km
au nord-ouest de Béjaia et a 190 km a I'est d'Alger. Elle est implantée a proximité du
port de Beni Ksila (figures 18 et 20).

Figure 18 : Ferme piscicole marine de Bejaia(photo personnelle).

e Ferme piscicole continentale d*Alger :

Cette ferme d'élevage de tilapia rouge est localisée dans la commune de Cheraga, a
environ 18 km au nord-ouest de la wilaya d'Alger. Elle est implantée au sein de la

pépiniere « GARDEN » (figures 4 et 20).
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e Ferme piscicole continentale d'Ain Defla :

Au sein de cette ferme d'élevage de tilapia du Nil (tilapia gris), le cycle d'élevage se
déroule dans deux régions d'Ain Defla. La reproduction, I'élevage des géniteurs ainsi
que le pré-grossissement des poissons se déroulent dans la commune d'Ain Soltane, a
50 km a l'est d'Ain Defla et environ 128 km au sud-ouest d'Alger. Cependant, le
grossissement des poissons a lieu dans la commune de Mekhatria, & 17 km au nord
d'Ain Defla et environ 160 km au sud-ouest d'Alger (Figures 19 et 20).
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Figure 20 :Localisation géographique des fermes piscicoles étudiées.
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7.1.4 Procédure et mode de préléevement

Pour établir un plan d'échantillonnage rigoureux, notamment pour déterminer le
nombre d'analyses et d'individus a prélever, nous nous sommes référés au Reglement
(CE) n° 333/2007 (219) et a la directive 96/23/CE(220). Ces textes encadrent les
méthodes de préléevement d'échantillons et les techniques d'analyse en vue du contréle
des éléments traces métalliques (ETM) dans les denrées alimentaires.

Avant tout prélevement, nous avons établi certains paramétres a prendre en

considération :

A partir de Réglement (CE) n° 333/2007 :Le terme "lot" fait référence a une quantité
identifiable d'une denrée alimentaire partageant des caractéristiques communes. Pour
les lots de grande taille, il est possible de les diviser en sous-lots, chaque sous-lot
nécessitant un minimum de 10 échantillons. Dans ce cadre, chaque ferme piscicole est
considérée comme un lot, et en fonction de sa production annuelle, elle est subdivisée

en sous-lots distincts physiquement (comme les cages flottantes ou les bassins) (219).

Voici la subdivision pour chaque ferme:

La ferme piscicole marine de Chlef est subdivisée en 05 sous-lots :

o 03 sous-lots concernent les cages flottantes d'élevage des loups de mer.

o 02 sous-lots concernent les cages flottantes d'élevage des daurades.

e La ferme piscicole marine de Béjaia est subdivisée en 03 sous-lots qui se

rapportent aux cages flottantes d'élevage des daurades.

o La ferme continentale d'Alger est subdivisée en 02 sous-lots qui se rapportent

aux étangs d'élevage du tilapia rouge.

e« La ferme continentale d'Ain Defla est subdivisée en deux sous-lots qui

concernent les bassins d'élevage du tilapia du Nil.
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7.1.5

A partir de la Directive 96/23/CE :Un échantillon est constitué d'un ou de plusieurs
individus de poissons d'élevage, selon la dimension du poisson consideré et selon les
exigences de la méthode analytique. Deux tiers du total des échantillons doivent étre
prélevés de préférence a la ferme, sur des poissons préts a étre mis sur le marché pour
la consommation. Dans tous les cas, les échantillons pris au niveau de la ferme doivent

étre prélevés a partir d'un minimum de 10% de site de production (220).

Fréquence des prélévements

Les preléevements d'échantillons ont été étendus sur une période de 8 mois, allant de
Mars a Octobre 2021. Le cycle d'élevage avait débuté en octobre 2020, et la
commercialisation avait commencé a partir de juillet 2021et la fin de cycle vers
décembre 2021. Cependant, en raison de considerations sanitaires liées a la pandémie
de COVID-19, les prélevements ont été realisés a partir de mars 2021, différant ainsi

de la planification initiale qui prévoyait de les effectuer en octobre 2020.

Selon le Décret exécutif n° 20-266 (Réglementation Algérienne, 2020),il est interdit
de capturer, détenir a bord, débarquer, transporter, stocker, exposer ou mettre en vente
un poisson des espéces suivantes : Tilapia, daurade et le bar dont la taille (longueur
totale) est inférieure a 18, 20 et 25cm respectivement (25). Dans les fermes étudiées,
ces poissons d'élevage agées de plus de 9 mois ont une taille supérieure a la taille
marchande pour chaque espéce. Cela explique pourquoi la commercialisation de ces

especes pour la consommation humaine commence dés I'age de 9 mois.

Un total de 145 échantillons (293 individus) a été prélevé, il est réparti comme suit :

36 échantillons (41 individus) de bars élevés, péchés et commercialisés dans la
ferme de Chlef: 03 échantillons de Bar capturés avant la commercialisation et 33

échantillons provenant de ceux préts a étre mis sur le marché.

24 échantillons (39individus) de daurades élevées, péchées et commercialisées a
Chlef : 08 échantillons de daurade capturées avant la commercialisation et 16

provenant de celles prétes a étre mises sur le marché.
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- 34 échantillons (52 individus) de daurade élevées, péchées et commercialisées a
Bejaia : 08 échantillons de daurades capturées avant la commercialisation et 26

échantillons provenant de celles prétes a étre mises sur le marché.

- 27 échantillons (82 individus) de tilapia gris élevés, péchés et commercialisés a Ain
Defla: 07 échantillons du tilapia gris capturés avant la commercialisation et 20

échantillons provenant de ceux préts a étre mis sur le marché.

- 24 échantillons (79individus) de tilapia rouges élevés, péchés et commercialisés a
Alger: 08 échantillons du tilapia rouge capturés avant la commercialisation et 16

échantillons provenant de ceux préts a étre mis sur le marché.

Dans le but de déterminer l'origine des ETM présents dans la chair des poissons
échantillonnes et d'évaluer I'environnement aquatique des différentes fermes piscicoles,
nous avons effectué des prélevements de l'aliment distribué pour nourrir et engraisser les

poissons ainsi que des échantillons d'eau provenant des zones d'élevage.

e 15 échantillons daliment pour poissons (comprenant 03 échantillons d'aliment pour
chaque espéce de poisson (= 100 g x15), a l'exception de la daurade qui est ¢levée
dans deux fermes piscicoles différentes (n = 6)). Les échantillons ont été prélevés

dans différents sacs d'aliments juste avant qu'ils ne soient donnés aux poissons.

e 20 échantillons d'eau de la zone d'élevage (composés de 05 échantillons d'eau
provenant de chaque ferme piscicole).A partir de I'eau de surface (a une profondeur ne
dépassant pas 20 cm) dans les cages flottantes (fermes marines) et dans les bassins
(fermes continentales) (= 100 ml x 20).

e Les échantillons d'eau et daliments ont été prélevés en méme temps que les
échantillons de poissons, a différentes périodes, au début de cycle d'élevage (vers 6
mois), au milieu (vers 9 mois) et presque a la fin du cycle d'élevage (poissons agés
d'environ 14 mois).

e Les échantillons prélevés ont été immédiatement placés dans des sacs en polyéthylene
stériles, exempts de tout élément trace métallique, correctement identifiés et
rapidement transportés dans un sac isotherme (glaciére) au laboratoire pour la

préparation et le traitement.
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7.2 Préparation des échantillons

7.2.1 Mesure et tri :

Une fois au laboratoire d’HIDAOA de I’école Nationale supérieure Vétérinaire d’Alger
les poissons du méme age prélevés dans la méme ferme piscicole sont soumis a une
mesure de leur taille, a une pesée et a un tri en fonction de leur taille. Cette procédure
nous a permis de constituer des échantillons composés d'individus de tailles similaires.
Les parametres relevés comprennent la longueur totale et le poids de chaque individu
(figure 21).
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7.2.2 Elimination des parties non comestibles :

Apreés le tri et la mesure des échantillons d'essai, les poissons sont rincés a I'eau potable
avant d'étre découpés, afin de prévenir toute lixiviation des surfaces coupées. Toutes les
parties non comestibles sont retirées par éviscération, ététage et enlevement des arétes.
Seule la chair est conservée pour les tests ultérieurs. La quantité de chair obtenue a
partir de chaque échantillon est d'environ 100 g (14) (figure 22).

7.2.3 Broyage et homogénéisation :

La chair obtenue est broyée a l'aide d'un mortier et d'un pilon (Figure 22) jusqu'a
obtenir une matrice fine et homogene, ce qui facilite le processus de lyophilisation. Les
échantillons de chair homogénéisée, ainsi que ceux d'eau d'élevage et d'aliment pour
poissons, sont placés dans des pots de 100 ml munis d'un bouchon rouge, stériles,
correctement fermés, soigneusement identifiés, puis stockés a une température de -20°C
en attendant I'étape de la "lyophilisation” (Figure 22).

Figure 22: Homogénéisation de la chair des poissons a I'aide d'un mortier et pilon
(photos personnelles).
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7.3 Lyophilisation de la chair du poisson :

Dans le but de simplifier la conservation, le transport et la minéralisation de nos échantillons
de chair de poisson, nous avons effectué cette opération pour une partie des échantillons au
Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBT) de Constantine, en utilisant un lyophilisateur
"CHRIST ALPHA 1-4 LO plus" (Figure 23).

Le reste des échantillons a été lyophilisé dans le Laboratoire de Recherche en Santé et

Production Animale (SPA) de I'Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire d'Alger, en utilisant
un lyophilisateur "CHRIST BETA 2-8 LO plus" (Figure 24).

Figure 23: Lyophilisateur ""CHRIST
ALPHA 1-4 LO plus » du CRBT de
Constantine (photo personnelle).

Figure 24: Lyophilisateur "CHRIST
BETA 2-8 LO plus' du laboratoire SPA
de I'ENSV d'Alger (photo personnelle).
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La lyophilisation a été réalisée en respectant les instructions du manuel des lyophilisateurs, en

respectant les étapes suivantes :

e Allumer le lyophilisateur et le laisser préchauffer la pompe a vide pendant 20 minutes.
e Peser les échantillons avant et apres la lyophilisation pour calculer le taux d’humidité.
e Retirer le bouchon rouge de chaque pot et le remplacer par un film alimentaire perforé,

permettant la libération de la vapeur d'eau contenue dans I'échantillon (Figure 22).

e Configurer et lancer le programme de Ilyophilisation (pression/température)
conformément a notre protocole : une température de -40°C, une pression de 0.12
mbar et une durée de 72 heures.

e Une fois la lyophilisation terminée, éteindre le lyophilisateur et récupérer les
échantillons lyophilisés.

o Décongeler le condenseur pour évacuer l'eau accumulée.

o Effectuer un broyage et une homogénéisation des lyophilisats jusqu'a obtenir une
poudre relativement homogéne (Figure 25).

o Placer la poudre obtenue dans de petits sacs en polyéthylene propres et exempts
d'éléments traces métalliques, correctement identifiés et hermétiquement fermés. Les
sacs sont ensuite conservés de maniere a prévenir toute altération de leur composition

chimique.

Figure 25 : Broyage et homogénéisation des lyophilisats (Photo personnelle).
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7.4 Minéralisation et dosage de Cd, Pb, Hg et As par la Spectrométrie de

masse a plasma a couplage inductif (ICP-MS) :

La détermination des teneurs en (As), (Cd), (Pb) et (Hg) dans la chair de poisson,
I'aliment pour poisson et les eaux des fermes d'élevage est effectuée conformément aux
directives de la méthode LSA-INS-0084, qui est accréditée par le COFRAC (Comité
d'Accréditation Francaise) (200).

Ces analyses ont été menées au sein du laboratoire de Sécurité des Aliments, plus
précisément au sein de l'unité dédiée aux éléments traces métalliques et minéraux
(ET2M), au sein de I'Agence Nationale de Securité Sanitaire de I'Alimentation, de

I'Environnement et du Travail (Anses) située a Maisons-Alfort, en France.

7.4.1 Appareillage et matériels

e Balance analytique de résolution 0.1 mg (figure 26).

e Spatules jetables (figure 26).

e Fioles jaugées de 50 et 100ml, classe A.

e Récipients de digestion en quartz de 80 ml avec bouchons de sécurité (Anton Paar)
(figure 27).

e Pipettes automatiques a volume variables (Biohit) (figure 28)

e Flacons de 50 ml en polypropyléne avec bouchonétanches (figure 29).

e Micro-ondes a systeme fermé (Multiwave 3000/PRO Anton Paar) (figure 30).

e Etuve pour le séchage des récipients de digestion (figure 31).

e Broyeur a bais pour broyer les échantillons de I'aliment (figure 32).

e Spectrometre de masse a plasma a couplage induit (Agilent 7700x) (figure 33).
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Figure 26 : Prise d'essai a l'aide des
spatules jetables et balance analytique
de résolution 0.1 mg (Photo personnelle).

Figure 28 : Systéme de Vérification des
pipettes a volume variables (Biohit)
(Photo personnelle).

J
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Figure 27 : Récipients de digestion en quartz
de 80 ml (Anton Paar) (Photo personnelle).

Figure 29: Flacons de 50 ml en
polypropyléne avec bouchon étanches.
(Photo personnelle).

Figure 30: Introduction des récipients de digestion dans le micro-ondes systéeme fermé

(Multiwave 3000/PRO Anton Paar)(Photos personnelles).




Figure 31: Séchage des récipients de
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7.4.2 Réactifs

- Eau ultra pure.
- Acide nitrique (HNO3) avec une concentration 67-69%(m/m).
- Solution de HNOsa 10% (v/v) a partir de HNO367-69% (m/m).
- Solution de HNOza 6% (v/v) a partir de HNO3z 67-69% m/m).
- Solutions étalons individuelles ou multi-élémentaires prétes a l'emploi de
concentration 1000mg/I : As, Cd, Pb et Hg.
- Solution d’étalonnage d’As, Cd, Pb et Hg a 1 mg/l dans HNO3s a 6% (V/v):
Dans une fiole de 100ml, introduire a l'aide d'une pipettes 100uL de chaque
solution étalon (As, Cd, Pb et Hg), 6mL de solution HNO3z 67-69% (m/m) puis
compléter avec I'eau ultra pure.
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- Solutions étalons d'or (Au) prétes a I'emploi de concentration 2000mg/I.
- Solutions étalons de standards internes prétes a I'emploi de concentration 1000mg/|
(Scandium (Sc), Indium (In), Bismuh (Bi), Rhénium (Re), Yttrium (Y)).
- Solution étalons internes (Sc, In, Bi, Re, Y) a 1 mg/L et d'Or (Au)
(Stabilisateur) a 10mg/L dans HNOza 6%: Dans une fiole de 100ml, introduire
a l'aide d'une pipettes 100uL de chaque solution étalon de standards internes
(Sc, In, Bi, Re, Y), 1mL de solution étalon d'Au, 6ml de HNOs 67-69% puis

compléter avec 1’eau ultra pure.

7.4.3 Nettoyage et décontamination du matériel

Le matériel utilise, notamment les récipients de digestion, est nettoyé et décontaminé
aprés chaque manipulation conformément a la procédure ET2M "Nettoyage de la
vaisselle de laboratoire™ LSA PS0040 ** :

- Rincer avec d'eau ultra pure

- Transférer 4 ml d'acide nitrique 52% (v/v).

- Ajouter 2ml d'eau ultrapure

- Placer dans un systeme de micro-onde programmé pour le nettoyage.
- Rincer avec de I'eau ultrapure.

- Séchage des récipients dans une étuve (figure 31).

7.4.4 Mode opératoire

A. Enregistrement et identification des échantillons.

L’enregistrement consiste a attribuer pour chaque échantillon un numéro interne
selon la codification de I’ANSES (figure 34).

B. Broyage des échantillons de I'aliment de poisson (figure 32)

- Peser une quantité de 20g de chaque échantillon d’aliment.
- Broyer les échantillons a l'aide d'un broyeur a bais

- But : faciliter leurs digestions aux acides.
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C. Prise d'essai :

Peser une quantité d'échantillon comprise entre 0.2g et 0.5g pour la chair de poisson
Iyophilisée et I'aliment pour ces poissons (figure 26).

La procédure d'analyse des échantillons d'eau provenant de la zone d'élevage est décrite
plus loin.

D. Digestion :

Ajouter 3ml de I’acide nitrique (HNO3z 67-69%(m/m)) au récipient de digestion qui
contient la prise d’essai.

Agiter et fermer le récipient, laisser toute une nuit a température ambiante afin de
faciliter la digestion, c’est I’étape de prédigestion (figure 27).

Ajouter 3mL d'eau ultrapure et fermer le récipient.

Contréle qualité de I'analyse :

Pour chaque série d'analyses (comprenant 8 récipients de digestion, soit la capacité de la
micro-onde), deux récipients doivent étre réservés et soumis a la digestion dans les

mémes conditions et en méme temps que les échantillons a analyser:

L’un de ces récipients, servira a réaliser un « blanc » en absence de toute matrice (le
récipient de digestion ne contient pas de matrice a analyser (chair de poisson, aliment ou
eau de la zone d'élevage). Le test a blanc est défini comme une analyse des réactifs
utilisés dans notre méthode (acide nitrique, d'eau ultrapure) dans les mémes conditions
et en méme temps que l'analyse des échantillons. Afin de confirmer I'absence de toute
contamination provenant des tubes et des acides.
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e Le deuxiéme contiendra un matériau de référence dont les teneurs en éléments a doser
sont connues et certifiétes MRC-ERM-CE278k (European Reference Materials -
European Commission) pour les échantillons solides (chair de poissons et aliment) ou
MRC-NIST-1640a (National Institute of Standards and Technology) pour les
échantillons d'eau (figure 36).

e Ces récipients (Blanc, MRC et échantillons) seront ensuite placés dans un systeme de
micro-ondes (figure 30) en suivant le programme mentionné dans le tableau 8 ci-

dessous :

Tableau 8 : Programme de digestion par micro-onde type Anton Paar Multiwave.

Etapes  Puissance (W)  Rampe (min) Palier (min) Vitesse de refroidissement
1 500 0 1 1
2 800 10 0 1
3 1000 10 0 1
4 0 0 20 3

E. Reprise du minéralisat

- Apres que les récipients de digestion se soient refroidis a température ambiante,

- Rincer les récipients ainsi que les bouchons a l'aide d'eau ultra pure, puis transférer la
solution résultante dans des flacons en polypropylene de 50 ml.

- Pour le matériau de réference (MRC-ERM-CE278K) dont la concentration en As est trés
élevée, une dilution au dixiéme est nécessaire pour que la concentration d’As soit dans
la gamme d'étalonnage.

- Ajouter 100 pL de la solution étalon interne (Sc, In, Bi, Re, Y) a 1 mg/L et d'Or a
10mg/L dans HNOz a 6%. La solution étalon interne contient des éléments chimiques
que ne devraient pas se trouver dans les échantillons (Scandium (Sc), Indium (In),
Bismuh (Bi), Rhénium (Re), Yttrium (Y)). Cette solution sert a corriger les interférences
non spectrales et la dérive instrumentale (sa concentration était de 2 ng/mL dans la
solution analysée).

- Compléter le volume avec de I'eau ultra pure jusqu'a atteindre 50 ml.
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F. Analyse des échantillons d'eau

Les eaux subissent le méme protocole que celui utilisé pour la chair et I’aliment avec en plus

quelques étapes complémentaires qui sont citées ci-dessous :

e Pour les eaux douces (fermes piscicoles continentales) :

- Transférer 10 g de chaque échantillon d’eau filtrée dans un tube de 20 ml
(figure 35).

- Ajouter 40 pl de la solution étalon interne (Sc, In, Bi, Re, Y) a 1 mg/L et
d'Or a 10mg/L dans HNO3z a 6% et 1200l de HNO3 concentré a 67-69% puis

compléter avec de I’eau ultrapure jusqu’a 20 ml

- Préparation de MRC- NIST 1640a:
Transférer 5g de "MRC NIST 1640a" dans un tube de 10 ml, ajouter 20ul de
la solution étalon interne et 600ul de HNO3z concentré a 67-69%.
Compléter avec de 1’eau ultrapure jusqu’a atteindre 10 ml.
Ce MRC n'est pas certifié pour le Mercure, la préparation d'un ajout est

nécessaire pour valider la concentration en Hg.

- Préparation de I’ajout (contrdle qualité de I'analyse):
Transférer 10 g de 1’échantillon d’eau filtrée dans un tube de 20 ml. Ajouter
40ul de la solution étalon interne et 40ul de la solution standard d’étalonnage
(standard 1) et 1200pl de HNOs concentré a 67-69% puis compléter avec de

I’eau ultrapure jusqu’a atteindre 20 ml

- Préparation d’un Blanc:
Transférer 3 ml de HNOz concentré a 67-69% dans un tube de 50 ml, ajouter
1001 de solution étalon interne et compléter avec de 1’eau ultrapure jusqu’a

atteindre 10 ml.
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Pour les eaux de mer (fermes piscicoles marines)

Peser 4g de chaque échantillon,

Ajouter 3ml de HNO3z concentré a 67-69%.

Préparation d’un blanc.

Préparation du MRC NIST 1640a.

Préparation de I’ajout :

Peser 4g de I’échantillon puis ajouter 100 pl de la solution standard d’étalonnage
(standard 1) et 3ml de HNOs3 concentré a 67-69%.

Minéralisation par le systeme des micro-ondes.

+ RTRep rereREY

Usse) g
tissue

Figure 35: Filtration d'un échantillon
d'eau douce (photo personnelle).

Figure 36 : Matériau de référence
certifié ERM-CE278k (Photo
personnelle).
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G. Préparation de la gamme d'étalonnage :

Les gammes d’étalonnage serviront a réaliser les courbes d’étalonnage qui serviront pour les

mesures

Les concentrations des solutions étalons de la gamme d'étalonnage doivent étre
sélectionnées en prenant en considération les concentrations attendues des analytes
dans les échantillons ainsi que la gamme dynamique linéaire de la méthode.

Les concentrations en acide ainsi qu’en standards internes (Sc, In, Bi, Re, Y) et en
solution d'or (Au) doivent étre semblables dans les échantillons et dans les solutions

d’étalonnage.
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- La préparation de la gamme d'étalonnage (standard O au 5) pour notre analyse est
comme suit : 0, 2, 5, 7.5, 10 et 20 pg/L d'arsenic (As), plomb (Pb), cadmium (Cd) et
mercure (Hg)et 2 png/L d'étalons internes (Sc, In, Bi, Re, Y) et 20 ug/L d'or (Au).

- Dans un flacon en polypropylene de 50 mL, ajoutez a l'aide d'une pipette des
volumes de 0, 100, 250, 375, 500 et 1000 pL de la solution d’étalonnage a 1 mg/L en
Pb,Cd, As et Hg pour le standard 0, 1, 2, 3, 4 et 5 respectivement. De plus, ajoutez
uniformément 3ml de HNO3z et 100 mL de la solution d’étalons internes a 1 mg/L et
Au a 10 mg/L (tableau N°9).

- Ensuite, complétez avec de I'eau ultrapure jusqu'a atteindre le repere 50 mLdu flacon.

Tableau 9 : Préparation de la gamme d'étalonnage.

Std0 Stdl Std2 Std3 Std4 Std5

Volume (uL) de solutiond’étalonnage 4 1 mg/L en Pb,Cd, 0 100 250 375 500 1000
As et Hg

Volume (uL) de solutiond’étalons internes a 1 mg/L et 100 100 100 100 100 100
Au a 10 mg/L

Volume (mL) de solution de HNO3 3 3 3 3 3 3
Volume finale de tube (mL) 50 50 50 50 50 50
Concentration de chaque standard de la gamme 0 2 5 7.5 10 20

d'étalonnage en Pb,Cd, As et Hg pg/L

Concentration de chaque standard de la gamme 20 20 20 20 20 20
d'étalonnage en solution d'Or (Au) pg/L

Concentration de chaque standard de la gamme 2 2 2 2 2 2
d'étalonnage en d'étalons internes (Sc, In, Bi, Re, Y) pg/L

Std= standard.
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H. Analyse des minéralisat par la Spectrométrie de masse & plasma a couplage inductif
(ICP-MS).

Apres optimisation des performances de I''CP-MS, I’analyse est lancée en utilisant un passeur

automatique des échantillons (Figure 33).

La solution d'essai obtenue aprés digestion acide par voie humide est nébulisée, générant un
aerosol qui est ensuite introduit dans un plasma d'argon induit par haute fréquence (ICP). Le
plasma a haute température provoque la désolvation, l'atomisation et I'ionisation des atomes
contenus dans I'échantillon. Les ions ainsi formés sont extraits du plasma au moyen d'un
ensemble de cdnes, puis transférés vers un spectrométre de masse (MS) ou ils sont séparés en

fonction de leur rapport masse sur charge (m/z) (200).

7.4.5 Validation des résultats

L'exactitude et la précision de la méthode ont été évaluées par l'analyse des matériaux de
référence certifiés (MRC) ERM-CE278k et NIST-1640a (tableaux 10 et 11).

Tableau 10 : Résultats de la précision obtenue pour I'analyse du MRC-
ERM®CE278k (tissu musculaire) par ICP-MS

Analyte Valeur certifiée Intervalle de confiance  Valeur mesurée + écart
(mgkg™) (mgkg™) type(mgkg™, n=27)
As 6.70 5.20 -8.20 6.20+ 0.20
Hg 0.071 0.055 - 0.087 0.072 +0.004
Pb 2.18 1.69 —2.67 2.16 £0.08
Cd 0.336 0.26 - 0.41 0.31+0.008

Intervalle de confiance= M £( kx CVgrxM/100),avec M: valeur certifiée, k =3 (p =
99%) et CVp, le coefficient de variation de la précision intermédiaire (CVr= 7.5 %).

Tableau 11 : Résultats de la précision obtenue pour I'analyse du MRC-
CRM SRM 1640a (eau naturelle) par ICP-MS.

Analyte Valeur certifiée * incertitude Valeur mesurée + écart type
élargie (k=2) (ugkg™)
(ugkg™, n=3)
As 8.01+0.067 8.16 £ 0.58
Pb 12.01+0.04 12.43+0.15
Cd 3.96+0.072 3.70+0.20
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7.4.6 Analyses statistiques:

Les analyses statistiques ont été effectuees en utilisant le logiciel IBM SPSS Statistics 20,

avec un niveau de signification (a = 0.05) pour :

- Calculer les moyennes, les écarts-types, les valeurs minimales et maximales.

- Tests de normalité de Shapiro-Wilk et de Kolmogorov-Smirnov ont été utilisés
(p<0.05: les données ne suivent pas une distribution normale).

- Tests non paramétriques (test de Mann-Whitney et le test de Kruskal-Wallis avec
échantillons indépendants) ont été utilisés pour comparer les niveaux de Pb, Cd, Hg
et As dans les muscles des poissons (en fonction de I'espéce, de la taille et le mode
d'élevage). Ainsi que dans les aliments pour poissons.

- Test de corrélation de Spearman (test non paramétrique) a eté utilisé pour etudier la
correlation entre la taille, le poids et I’age des poissons.

- Pour les niveaux de concentration compris entre la limite de détection (LOD) et la
limite de quantification (LOQ), la moyenne de la LOD et de la LOQ a été utilisée
dans les analyses statistiques. Pour les niveaux inféerieurs a la LOD, la valeur de

%L.OD a été prise en compte.

7.4.7 Evaluation du risque sanitaire pour le consommateur

L’évaluation du risque sanitaire qu’encourt le consommateur des poissons échantillonnés est
effectuée selon le modéle soulevé par I'agence de protection de I'environnement des Etas -
Unis (USEPA). Ce modeéle d'évaluation de risque pour la santé humaine est base sur le calcul

des paramétres suivants :

- L'estimation de la dose journaliére d'exposition (DJE).
- Le quotient de danger (THQ).

- L’indice de danger (IH) (9).

- Lerisque cancérigene (CR) (221).
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7.4.7.1 Estimation de la dose journaliére d'exposition (DJE)

La dose journaliére d'exposition au ETM étudiés (As, Hg, Cd et Pb) via la consommation
de la daurade, le bar et le tilapia produits par la pisciculture algérienne a été calculée

comme suit(9):

C] XxCM
PC

DJE =
Ou : DJE : Dose journaliére d'exposition en pug/Kg par jour. Elle dépend des parametres

suivants :

e (CJ : Consommation journaliere du poisson (g/ jour):La consommation annuelle de
poisson par habitant en Algérie a été estimée a 3,56 kg par an en 2016 (14). Cela
équivaut a une consommation journaliére de 9.7g/jour/habitant.

e CM : Concentration moyenne des ETM dans la chair du poisson (pg/g de poids frais).
Les résultats de cette étude sont pris en compte pour I'évaluation du risque toxique pour
les consommateurs Algeériens.

e PC: Poids corporel moyen de I'adulte. Dans cette étude, nous nous somme reféré aux
données bibliographiques pour le poids corporel moyen qui est de 60 kg pour un
Homme adulte (222).

7.4.7.2 Détermination du quotient de danger (THQ)

Il représente le rapport entre la dose journaliere d'exposition (DJE) et la dose orale de
référence (DOR). Il permet I'évaluation du niveau de risque non cancérigene associé a

I'exposition a long terme aux contaminants (9).
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Il est calculé comme suit :

FEXDE

THQ - DORXDEM

X DJE

Ou : THQ: Quotient de danger (sans unité).

FE: Fréquence d'exposition (365jours/an)

DE: Durée d'exposition (durée moyenne : 70 ans)

DEM: Durée moyenne d'exposition pour les substance non cancérigénes
(365jours/anxDE).

DOR: dose orale de référence (g/Kg/jour) (tableau 12).

DJE : Dose journaliére d'exposition en pug/Kg par jour.

Interprétation :Si THQ<1 : Absence d'effets indésirables non-cancérigénes pour la

population exposée. Si THQ>1 : Existence d'un risque potentiel.

Tableau 12: Doses orales de référence (DOR) pour les ETM étudiés fixées par

USEPA(9)
ETM As Cd Pb Hg
DOR(ug/kg/jour) 0.3 1 2 0.3

7.4.7.3 Détermination de I'indice de danger (HI)

La somme des différents quotients de danger des diverses substances qui affectent le
méme organe ou systeme dans l'organisme humain forme l'indice de danger, ce dernier

représente la somme des THQ individuels obtenus pour chaque ETM(9).

Dans cette étude : HI =THQas +THQpr+ THQcd + THQHg

Interprétation: Si HI <1 : Absence d'effets indésirable non-cancérigene pour la population

exposée. Si HI >1 : Existence d'une probabilité d'effet indésirable.
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7.4.7.4 Détermination de risque cancérigéne (CR)

Les risques cancérigenes (CR) sont estimés comme la probabilité qu'un individu au
cours de sa vie développe un cancer, a la suite d'une exposition a une substance
cancérogene potentielle (223). Les risques de cancer (CR) dus a une exposition a
I'arsenic, cadmium et au plomb via la consommation des poissons concernés par cette
étude, ont été calculés comme décrit par Saha et al. (2016) (221), en utilisant la formule
suivante :

CR =CSF x DJE

Ou : DJE: Apport quotidien estimé (g /kg de poids corporel/ jour).
CSF : Facteurs de pente du cancer :
(As: 1510, Cd: 63x10™et Pb: 85x107 (ug/kg/jour)™) (224)

Le CR lié au Hg n'a pas été estimé dans cette étude en raison de l'absence de données
relatives aux facteurx de pente du cancer (CSF), étant donné que cet élément n'est pas

classé comme substance cancérigene par voie alimentaire.

Le risque total de cancer (TCR) a été calculé comme la somme des risques de cancer

individuels(225), en utilisant la formule suivante :

TCR= CR (a5+CR(ca)+CRpb)

Interprétation :

Selon I'USEPA (2018) (224), les niveaux de risque qu'un individu développe un cancer

au cours de la vie vont de 10434 10°°:

- CR>10* Indique un risque cancérigéne potentiel.
- 10°<CR<10*: Indique un risque cancérigéne négligeable.
- CR< 10 %indique une absence du risque de développer un cancer au cours de la vie

d'un individu.
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8. Résultats

8.1 Résultats des performances de croissance des poissons

Les valeurs moyennes (min-max) de la taille et du poids pour I'ensemble des especes étudiées
sont répertoriées dans le tableau 13. L'analyse de la corrélation entre I'age, la taille et le poids

au sein de nos échantillons de poissons est présentée dans la figure 37.

Cette étude révéle une augmentation significative de la taille et du poids des poissons en
fonction de leur &ge. Par conséquent, une correlation positive a été observée pour tous les
individus collectés (coefficient de corréelation de Spearmanp = 0.95 =1). Cependant, il
convient de noter que les daurades élevees dans la ferme marine de Chlef (28,5 cm et 375 Q)
ont affiché une croissance plus marquée vers la fin du cycle d'élevage par rapport aux
daurades élevées dans la ferme marine de Béjaia (24,5 cm et 240 g). D'autre part, les tilapias
rouges élevés dans la ferme continentale d'Alger ont montré une croissance plus prononcée
vers la fin du cycle d'élevage (28 cm et 360 g) par rapport aux tilapias gris élevés dans la
ferme continentale d'Ain Defla (26 cm et 290 g). Enfin, les bars élevés dans la ferme marine

de Chlef ont atteint une taille de 30 cm et un poids de 325 g vers la fin du cycle d'élevage.

Il est également intéressant de noter qu'aux environs de 7 mois d'élevage, la croissance des
poissons élevés dans les fermes marines est la suivante : les bars élevés a Chlef (22 cm/141 g)
montrent la meilleure croissance, suivis des daurades élevées a Chlef (19 cm/126 g) et des
daurades élevées a Béjaia (18 cm/107 g). Ces poissons marins présentent une croissance
supérieure a celle des poissons élevés dans les fermes continentales : le tilapia rouge élevé a

Alger (15 cm/67 g) est suivi des tilapias gris élevés a Ain Defla (14 cm/56 g).
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(Cm) Evolution de la taille avec I'age des poissons
35 4
30 -
25
=== Daurade ( Béjaia)
20 - / == Daurade (Chlef)
Bar
15 1 Tilapia rouge
10 - = Tilapia gris
5 4
0
7 mois 9 mois 14 mois
(9) Evolution du poids avec I'age des poissons
400 -
350
300 -
=== Daurade ( Béjaia)
2 -
>0 === Daurade (Chlef)
200 - Bar
150 - // Tilapia rouge
100 - m— Tilapia gris
50 -
0
7 mois 9 mois 14 mois

Figure 37: Evolution de la taille (cm) et le poids (g) avec I'age (mois) en fonction de
I'espéce de poisson.



8.2 Résultats de la contamination globale des poissons par les ETM en

fonction du mode d'élevage (en mer/ eau douce).

Les résultats de la contamination des poissons éleves dans les fermes piscicoles marines
(élevage en mer) et continentales (élevage en eau douce) par les ETM sont illustrés dans la
figure 38. Les concentrations de Cd et de Pb n’apparaissent pas dans la figure 38 car elles

étaient trés faibles dans toutes les especes de poissons échantillonnées (voir le tableau 13).

12 OAs OHg =Cd = Pb

0.6 \
0.4
0.2
- o
0
Fermes piscicoles Fermes piscicoles marines (94
continentales (51 échantillons)

échantillons)

Figure 38:Variations des concentrations et des écart-types (mg/kg de poids frais) de As,

Hg, Cd et Pb en fonction de mode d'élevage (fermes piscicoles marines et continentales).
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Les résultats indiquent que la concentration moyenne d'arsenic (As) dans la chair des
poissons élevés dans les fermes piscicoles continentales [(0.94 £ 0.7); (0.025 - 2.7) mg/kg de
poids frais]est plus élevée que celle trouvée dans la chair des poissons élevés dans les fermes
piscicoles marines [(0.67 + 0.3); (0.28-2.2) mg/kg de poids frais]. Contrairement a la
concentration moyenne de mercure (Hg) dans la chair des poissons élevés dans les fermes
piscicoles marines [(0.06 £+ 0.02); (0.014-0.11)mg/kg de poids frais] est plus élevée que celle
observee dans la chair des poissons éleves dans les fermes piscicoles continentales [(0.044 +
0.03); (<0.001-0.11) mg/kg de poids frais].

Pour l'arsenic et le mercure, le test statistique de Mann-Whitney montre une différence
significative entre les poissons élevés dans les fermes continentales et ceux élevés dans les

fermes marines (p<0.05).

En ce qui concerne le cadmium (Cd), sa concentration moyenne dans la chair des poissons
élevés dans les fermes piscicoles marines et continentales est inférieure a la limite de
quantification (LOQ = 0.0007 mg/kg de poids frais) et supérieure a la limite de détection
(LOD = 0.0002 mg/kg de poids frais). La limite minimale dans les deux modes d'élevage est
inférieure a LOD, tandis que la limite maximale est de 0.0018 mg/kg de poids fraispour

I'élevage en eau de mer et de 0.002 pour I'élevage en eau douce.

Pour le plomb (Pb), la concentration moyenne dans la chair des poissons élevés dans les
fermes piscicoles marines atteint [(0.0024 £+ 0.002) (<LOD - 0.029)mg/kg de poids frais].
Néanmoins, elle est Iégerement plus élevée que celle observée dans la chair des poissons
élevés dans les fermes piscicoles continentales [(0.0022 + 0.001) (<LOQ - 0.011) mg/kg de
poids frais]. Les limites de détection et de quantification sont respectivement de 0.0006 et
0.002 mg/kg de poids frais.

Pour le cadmium et le plomb, le test statistique de Mann-Whitney ne montre aucune

différence significative entre les deux modes d'élevage (p>0.05).
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8.3 Reésultats de la contamination par les ETM en fonction des différentes

fermes piscicoles et différentes espéces de poisson :

Les résultats de la contamination par les ETM des daurades, bars, tilapias gris et tilapias
rouges élevés dans les quatre fermes piscicoles échantillonnées dans cette étude sont

représentés dans le tableau 13.

Tableau 13: Variation des résultats des concentrations en ETM étudiés + écart-type
(mg/kg de poids frais) en fonction des fermes piscicoles et des espéces de poissons.

Mode d’élevage Fermes Marines Fermes Continentales
Espéce de Poisson Bar Daurade Daurade Tilapia Tilapia
+Bar rouge gris
Localisation Chlef Bejaia  Chlef Chelf+ Chlef Alger Ain Defla
Bejaia
Nombre 36 34 24 58 60 24 27
d'échantillons
Taille M 29 24 25 24 27 24 23
(cm) Min-max 20-32 16-27 15-30 15-30 15-32 15-32 14-31
Poids M 300 210 235 220 275 240 210
(@) Min-max  120-410 60-370 80-450  60-450 80-450 60-550 60-490
As M 0.39+ 0.80+  0.88% 0.84+ 0.59+ 1.56+ 0.42+
(maglkg/ 0.10° 0.10° 0.36 0.25° 0.34° 0.572P 0.40%°
poids  min-max 0.28- 0.60-  0.52- 0.52- 0.28- 0.65- 0.025-
frais) 0.67 1.1 2.2 2.2 2.2 2.7 1.20
Hg M 0.080+ 0.050+ 0.053+  0.051+ 0.066+ 0.073+ 0.020+
(mglkg/ 0.020®°  0.010°  0.023 0.0192 0.023° 0.028*  0.020%°
poids  min- max  0.024- 0.015-  0.014- 0.014- 0.014- 0.026- <LOD¢-
frais) 0.11 0.079  0.089 0.089 0.11 0.11 0.056
Cd M <LOQ? <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0.001+ <LOQ
(mg/kg/ 0.001
poids  min- max <LOD® <LOD- <LOD- <LOD- <LOD- <LOQ- <LOD-
frais) 0.001 0002  0.002 0.002 0.002 0.002 <LOQ
Pb M <LOQ" 0.004+ <LOQ  0.003+ <LOQ 0.003+ <LOQ
(mg/kg/ 0.005 0.004 0.002
poids min-max <LOD% <LOQ- <LOD- <LOD- <LOD- <LOQ- <LOQ-
frais) 0.005 0.029  0.004 0.029 0.005 0.011 0.004

aDifférences significatives entre les especes (p<0.05);

bDifférences significatives entre les sites (p<0.05)

¢ LOD(Hg) = 0.001 mg kg*; ¢ LOD (Cd) = 0.0002mg kg; LOQ (Cd) = 0.0007mg kg™
9 LOD(Pb)=0.0006mg kg™; LOQ(Pb)= 0.002mg kg™

M: Moyenne; Min : Limite minimale, Max : Limite maximale.
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Selon le tableau 13, qui expose les résultats des mesures des différents contaminants en
mg/kg de poids frais, répartis par espece de poisson et par site d'élevage, il est possible de

constater que :

8.3.1 Arsenic (As) :

L'arsenic (As) est I'élément dont la teneur enregistrée est la plus élevée par rapport aux
autres éléments traces métalliques (ETM). C'est dans la chair du tilapia rouge élevé dans
la ferme continentale d'Alger que la valeur la plus élevée a été observee [(1.56 + 0.57);
(0.65-2.7)mg/kg de poids frais], suivie par celle des daurades élevées dans les fermes
piscicoles marines de Béjaia et de Chlef [(0.84 + 0.25); (0.52-2.2) mg/kg de poids frais],
puis par la valeur observée dans la chair du tilapia gris élevé dans la ferme continentale
d'Ain Defla [(0.42 + 0.4); (0.025-1.2) mg/kg de poids frais], et en dernier lieu par celle
des bars élevés dans la ferme piscicole marine de Chlef [(0.39 + 0.1); (0.28-0.67) mg/kg
de poids frais].

Le test statistigue de Mann-Whitney montre une différence significative entre les

especes de poisson étudiees (p<0.05).

Nous pouvons également observer que la concentration moyenne de l'arsenic (As) dans
la chair des daurades élevées dans la ferme piscicole marine de Chlef est de 0.88 + 0.36
(plage : 0.52-2.2 mg/kg de poids frais), ce qui est plus élevé que celui trouve dans la
chair des bars élevés dans la méme ferme piscicole, soit 0.39 = 0.1 (plage : 0.28-0.67
mg/kg de poids frais). Le test non statistique de Mann-Whitney révéle une différence

significative entre ces deux especes de poissons (p < 0.05).

En comparant les concentrations obtenues dans la chair de la daurade en tenant compte
des fermes pratiquant I'élevage en mer, nous observons que la concentration moyenne
obtenue dans la chair des daurades élevées dans la ferme piscicole marine de Chlef (0.88
+ 0.36, plage : 0.52-2.2mg/kg de poids frais) est plus élevée que celle trouvée dans la
chair de la méme espéce élevée dans la ferme piscicole marine de Béjaia (0.80 + 0.10,
plage : 0.6-1.1 mg/kg de poids frais). Cependant, le test statistique de Mann-Whitney ne

révéle aucune différence significative entre les deux sites d'élevage (p > 0.05).
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8.3.2 Mercure (Hg):

La teneur la plus élevée en mercure (Hg) est enregistrée dans la chair des bars élevés dans la
ferme piscicole marine de Chlef [(0.08+0.02); (0.024-0.11) mg/kg de poids frais], suivie par
celle du tilapia rouge élevé dans la ferme continentale d'Alger[(0.07+0.028); (0.026-0.11)
mg/kg de poids frais]. Ensuite, viennent les daurades élevées dans les fermes piscicoles
marines de Béjaia et de Chlef[(0.05+0.02); (0.014-0.089) mg/kg de poids frais]et en dernier
lieu, la teneur en mercure est observée dans la chair du tilapia gris élevé dans la ferme
continentale d'Ain Defla [(0.02 £ 0.02); plage (<LOD-0.056) mg/kg de poids frais]. Les
limites de détection et de quantification sont respectivement de 0.001 et 0.004 mg/kg de
poids frais.Le test statistique non parameétrique de Mann-Whitney montre une différence

significative entre les especes de poisson étudiees (p<0.05).

Il est également observé qu'au sein de la méme ferme piscicole, la concentration moyenne
de mercure (Hg) varie d'une espece a l'autre. Dans la ferme piscicole marine de Chlef, la
concentration dans la chair du bar [(0.08+0.02); (0.024-0.11)mg/kg de poids frais] est
supérieure a celle enregistrée dans la chair de la daurade, qui est égale a 0.053+0.023(0.014-
0.089 mg/kg de poids frais).Le test statistique non paramétrique de Mann-Whitney indique

une différence significative entre ces deux especes de poissons (p<0.05).

En comparant les deux fermes piscicoles marines étudiées, il est notable que la
concentration moyenne de mercure (Hg) obtenue dans la chair des daurades élevées a Chlef
[(0.053+0.023); (0.014-0.089) mg/kg de poids frais]est légerement supérieure a celle
trouvée dans la méme espece élevée a Béjaia [(0.050£0.010); (0.015-0.079) mg/kg de poids
frais]. Toutefois, le test statistique non paramétrique de Mann-Whitney ne révéle aucune

différence significative entre les deux sites d'élevage (p > 0.05).
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8.3.3 Cadmium (Cd) :

Nous avons enregistré une concentration moyenne de [(0.001 £+ 0.001); plage: (<LOD-
0.002) mg/kg de poids frais] de poids frais dans la chair du tilapia rouge élevé dans la

ferme continentale d'Alger.

Les autres espéces étudiées ont enregistré des concentrations comprises entre la limite de
quantification (LOQ) de 0.0007 mg/kg de poids frais et la limite de détection (LOD) de
0.0002 mg/kg de poids frais.

Le test statistique non paramétrique de Mann-Whitney n'indique aucune différence

significative (p > 0.05).

8.3.4 Plomb (Pb) :

La concentration moyenne de plomb (Pb) la plus élevée est enregistree dans la chair des
daurades elevées dans la ferme piscicole marine de Béjaia, soit 0.004+0.005 (<LOQ-0.029
mg/kg de poids frais), suivie par le tilapia rouge élevé dans la ferme continentale d'Alger
avec une concentration de 0.003 £ 0.002 (< LOQ-0.011 mg/kg de poids frais).

Les autres especes étudiees ont affiché des concentrations comprises entre la limite de
quantification (LOQ) de 0.002 mg/kg de poids frais et la limite de détection (LOD) de
0.0006 mg/kg de poids frais.

Le test statistique non paramétrique de Mann-Whitney ne révele aucune différence

significative (p > 0.05).
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8.3.5 Résultats de la contamination des poissons par les ETM en fonction de

leurs tailles :

Nous avons étudié¢ I’impact de la taille des poissons sur la contamination par les ETM. Les
données relatives aux concentrations d’As, Hg, Cd et Pb détectées dans la chair des
poissons ont été analysées en fonction de la taille des poissons examinés. Deux catégories
de poissons ont été prises en compte : les individus n'ayant pas encore atteint la taille
requise pour la commercialisation (taille marchande) et a&gés de moins de 9 mois, ainsi que

les poissons préts a étre mis sur le marché et dépassant 9 mois d'age.

La figure 39 présente une synthése de ces reésultats. Il est important de noter que les
niveaux de cadmium (Cd) et de plomb (Pb) se sont révéles tres faibles dans I'ensemble des

especes de poissons échantillonnées (données non montrées).

1.2
As OHg =mCd = Pb
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0 — 1
Inférieure a la taille marchande Prét a commercialisation et
(34 échantillons) consommation (111 échantillons)
Age 6-8mois / 9-13 mois.
Taille moyenne : 17cm / 27 cm
Poids moyen : 90¢g / 294 g

Figure 39: Variations des concentrations en ETM étudiés * écart-type (mg/kg de poids

frais) en fonction de la taille des poissons (I'age et poids).
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Les données présentées dans la Figure N°39 (exprimées en mg/kg de poids frais) mettent en
évidence certaines variations. En effet, la concentration moyenne d'arsenic (As) dans la
chair des poissons qui n'ont pas encore atteint la taille marchande 0.89+0.3 (0.6-1.6
mg/kgde poids frais) est supérieure a celle relevée dans la chair des poissons préts pour la
commercialisation 0.72+ 0.5 (0.025-2.7 mg/kg de poids frais). Le test statistique non
paramétrique de Mann-Whitney montre une différence significative entre les deux groupes
de poissons en fonction de leur taille (p<0.05).

En revanche, le mercure (Hg), enregistre une concentration moyenne [(0.04+0.01); (0.015-
0.065) mg/kg de poids frais]dans la chair des poissons n’ayant pas encore la taille
marchande inférieure a la concentration dans la chair de ceux ayant atteint la taille
marchande [(0.06+ 0.03); (<LOD-0.11) mg/kg de poids frais]. Il convient de noter que pour
le Hg, la LOQ=0,004 et LOD=0,001 mg/kg de poids frais. Le test non paramétrique de
Mann-Whitney montre une différence significative entre les poissons de tailles différentes
(p<0.05).

En ce qui concerne le plomb, il suit une tendance similaire a celle de l'arsenic (As). La
concentration moyenne de plomb dans la chair des poissons qui n‘ont pas encore atteint la
taille marchande est de 0.0035+0.005 (<LOD-0.029 mg/kg de poids frais) ce qui s'avere
supérieur a la concentration relevée dans la chair des poissons ayant atteint la taille
marchande, qui est de0,0021+ 0.002 (<LOD-0.016) (Pb: LOQ=0,002; LOD=0,0006 mg/kg
de poids frais).Néanmoins et contrairement a 1’As, le test statistique non paramétrique de
Mann-Whitney ne montre aucune différence significative (p>0.05) entre les deux catégories

de taille de poissons.

En ce qui concerne le cadmium, la concentration moyenne dans la chair des poissons est
restée en dessous de la limite de quantification (LOQ=0.0007 mg/kg de poids frais) pour les
deux catégories de taille considérées, tout en étant supérieure a la limite de détection
(LOD=0.0002 mg/kg de poids frais). Dans les deux catégories de taille, la limite minimale
s’est révélée inférieure @ LOD tandis que la limite maximale a atteint 0.002. Le test non

paramétrique de Mann-Whitney ne montre aucune différence significative (p>0.05).
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8.3.6 Reésultats de la contamination des eaux d’élevage des quatre fermes

piscicoles par les ETM

Les resultats de la contamination par les ETM des eaux des quatre fermes piscicoles
échantillonnées dans cette étude sont représentés dans le tableau 14.

Tableau 14: Résultats des concentration en ETM étudiés (mg/kg) dans les eaux des
fermes piscicoles selectionnée

Ferme piscicole Chlef Bejaia Alger Ain Defla
Nombre d'échantillon 5 5 5 5
As M 0,084+0,048 0,111+0,031 <LOD?
Min-max 0,0068-0.13 0,076-0.14 <LOD-LOQ® <LOD
Hg M ; Min-Max <LOD¢
Cd M; Min-Max <LOD?
Pb M <LOQ ¢
Min-max <LODf-0.0042 <LOD

4 LOD(As) = 0.001 mg kg™*; °LOQ (As) = 0.004mg kg™; °LOD(Hg) = 0.001 mg kg™; ¢ LOD
(Cd) = 0.0002mg kg™; " LOD(Pb)=0.0006mg kg*; °LOQ (Pb)= 0.002mg kg*M: Moyenne; Min :
Limite minimale, Max : Limite maximale.

Toutes les concentrations moyennes observées d'As, Hg, Cd et Pb dans l'eau de la zone
d'élevage des quatre fermes piscicoles concernées par cette étude étaient inférieures a la
limite de quantification et méme inférieure a la limite de détection, a ’exception pour I'As
dans les fermes piscicoles marines de Bejaia et Chlef: 0,111+0.031 (0.076-0.14) et
0,084+0.048 (0.0068- 0.13) mg /kg respectivement.
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8.3.7 Résultats des dosages des ETM dans I'aliment de poissons

Les résultats de la contamination par les ETM des aliments distribués aux poissons dans les
quatre fermes piscicoles sont représentés dans la figure 40 :
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Figure 40: Variation des concentration des ETM étudiés + écart-type (mg/kg de poids

brut) dans I'aliment des poissons sélectionés.

Les donnees présentées dans la Figure 40 (exprimées en mg/kg de poids brut) révelent ce qui
suit :

En ce qui concerne l'arsenic (As), la concentration la plus élevée a été détectée dans lI'aliment
du tilapia rouge provenant de la ferme continentale d'Alger, avec une moyenne de 1.73+0.47
(1.2-2.1), Ensuite, les aliments destinés aux daurades provenant des fermes piscicoles
marines de Bejaia et Chlef ont enregistré des concentrations similaires, avec des valeurs de
0.85+0.25 (0.49-1.1). 1l est important de noter que ces deux fermes utilisent le méme type
d'aliment provenant du méme fabricant. Vient ensuite la teneur enregistrée dans I’aliment du
tilapia gris de la ferme continentale d'Ain Defla 0.83+0.27 (0.053-2.3) aux bars provenant de

la ferme piscicole marine de Chlef, avec une moyenne de 0.8+0.3 (0.48-1).
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Le schéma de contamination du mercure est similaire a celui de I'arsenic. Les niveaux les
plus élevés ont été enregistrés dans les aliments du tilapia rouge provenant de la ferme
continentale d'Alger, avec une moyenne de 0.09+0.03 (0.07-0.13), Ensuite, les aliments
destinés aux daurades des fermes piscicoles marines de Bejaia et Chlef ont présenté des
concentrations similaires[(0.04+0.01); (0.023-0.06)].Ces schémas se poursuivent avec
l'aliment du tilapia gris provenant de la ferme continentale d'Ain Defla, ou la concentration
moyenne était de 0.03+0.03 (0.0021-.0.075) et enfin I'aliment des bars provenant de la ferme
piscicole marine de Chlef [(0.03+0.003); (0.022-0.028)].

En ce qui concerne le cadmium, les concentrations les plus élevées ont été observées dans les
aliments du tilapia rouge élevé dans la ferme continentale d'Alger [(0.48+0.1); (0.34-0.55)] ,
suivi par les aliments distribués aux tilapias gris dans la ferme continentale d'Ain Defla, avec
une moyenne de 0.26+0.3 (0.041-0.67). Les aliments des bars provenant de la ferme piscicole
marine de Chlef ont enregistré une concentration moyenne0.18+0.04 (0.13-0.21), et en
dernier lieu, les aliments des daurades des fermes piscicoles marines de Bejaia et Chlef ont

présenté une concentration moyenne de 0.16+0.01 (0.14-0.18).

La teneur la plus élevée du plomb, est enregistrée dans I'aliment des daurades dans les fermes
piscicoles marines de Bejaia et Chlef 0.85+0.47 (0.17-1.6), Ensuite, I'aliment du tilapia rouge
provenant de la ferme continentale d'Alger a enregistré une concentration moyenne de
0.33£0.1 (0.21-0.52). Les aliments destinés aux bars de la ferme piscicole marine de Chlef
ont montré une concentration moyenne de0.25+0.1 (0.16-0.38), et enfin, I'aliment des tilapias
gris provenant de la ferme continentale d'Ain Defla a présenté une concentration moyenne
de0.18+0.12 (0.04-0.26).

Pour ces quatre métaux, Le test statistique non paramétriqgue de Mann-Whitney ne montre
aucune différence significative (p>0.05). Ce qui signifie qu'il n'y a pas de différence
statistiquement significative entre les aliments destinés a nourrir les différentes espéces de

poissons en ce qui concerne les concentrations de ces ETM.
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8.3.8 Reésultats de I'évaluation de risque sanitaire pour le consommateur

L'analyse du risque sanitaire a été abordée sous deux aspects majeurs : le risque toxique non-

carcinogene et le risque cancérigéne.

8.3.8.1 Estimation des DJE/DHE

L'évaluation de la dose journaliére / hebdomadaire d'exposition(DJE/DHE) liée a I'As, Hg,
Cd et Pb pour un adulte algérien de poids moyen d'environ 60 kg, a travers la consommation
de tilapia rouge, de tilapia gris, de daurade et de bars produits par les activités piscicoles en

Algérie, a conduit aux résultats présentés dans le tableau 15.

Tableau 15 : Résultat de I'estimation des DJE (ug/kg de poids corporel/jour) et
DHE (pg/kg de poids corporel/semaine) liees a I'As, Hg, Cd et Pb via la
consommation des poissons étudiés

DJE DHE

As 0.135 0.95

Daurade Hg 0.008 0.06
Cd 7x10° 5x10
Pb 4x10* 3x10°

As 0.063 0.45

Bar Hg 0.012 0.09
Cd 7x10° 5x10
Pb 2x10 2x103

As 0.064 0.45

Tilapia gris Hg 0.003 0.02
Cd 7x10° 5x10
Pb 2x10 2x103

As 0.25 1.75

Tilapia rouge Hg 0.011 0.08
Cd 2x10 2x103
Pb 4x10* 3x10°

95



Les doses journaliéres d'exposition (DJE) et doses hebdomadaires d'exposition (DHE)
enregistrées, comme présentées dans le tableau 15, ont révélé que les valeurs les plus
élevées étaient enregistrées pour l'arsenic (As) par rapport aux autres ETM étudiés, suivies
des DJE et DHE liées au Hg via la consommation de toutes les especes étudiées. En
revanche, les DJE et DHE liées aux Cd et Pb étaient quasiment négligeables pour toutes les

espéces de poissons examingées.

Il est important de souligner que toutes les valeurs de DHE, exprimées en pg/kg de poids
corporel /semaine), qui ont été estimées a partir de la consommation de tilapia rouge, tilapia
gris, daurades et bars analysés dans le cadre de cette étude, restent inférieures aux doses
hebdomadaires tolérables provisoires (DHTP) établies par I'EFSA (Autorité européenne de
sécurité des aliments) et la JECFA (Comité mixte FAO/OMS d'experts sur les additifs
alimentaires) pour l'arsenic, le mercure, le cadmium et le plomb, qui sont respectivement de

15, 5, 7 et 25 pg/kg de poids corporel par semaine(226).

8.3.8.2 Estimation du quotient de danger (THQ) et de I'index de danger (HI)

Les valeurs estimées de THQ a partir de la consommation de tilapia rouge, tilapia gris,
daurades et bars analysés sont présentées dans le tableau 16.

Tableau 16: Résultats de I'estimation de THQ et HI liés a I'As, Hg, Cd et Pb via la

consommation de des poissons étudiés

THQ HI
As 0.45
Daurade Hg 0.05 0.50
Cd 7x10°
Pb 10
As 0.21
Bar Hg 0.075 0.28
Cd 7x10°
Pb 5x10°
As 0.21
Tilapia gris Hg 0.019 0.23
Cd 7x10°
Pb 5x10°
As 0.83
Tilapia rouge Hg 0.07 0.90
Cd 2x10*
Pb 10
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Les indicateurs de risque sanitaire, a savoir le Quotient de danger (THQ) et I'Indice de
danger (HI), liés a I’As, Hg, Cd et Pb pour un adulte Algérien (60kg) via la consommation
de tilapia rouge, tilapia gris, daurade et des bars produits par pisciculture se sont révélées
inférieures a 1. Cependant, c'est l'arsenic qui a enregistré la valeur la plus élevée pour le
THQ, suivie par le mercure. En revanche, les valeurs pour le cadmium et le plomb sont

negligeables dans toutes les especes de poissons.

Les valeurs calculées de I'Indice de danger (HI) suivent un ordre spécifique : HI pour le
tilapia rouge (0.9) > HI pour la daurade (0.5) > HI pour le bar (0.28) > HI pour le tilapia
gris (0.22). Cet ordre correspond également a celui du risque d'exposition aux éléments
traces métalliques (ETM) via la consommation de ces différentes especes de poissons.

8.3.8.3 Estimation de risque canceérigéne (CR) :

L'évaluation du risque cancérigene associe a l'arsenic (As), au cadmium (Cd) et au plomb
(Pb) pour un adulte Algérien d'environ 60 kg, par le biais de la consommation de tilapia
rouge, tilapia gris, daurade et bars issus de la pisciculture en Algérie, est présentée dans le
tableau 17.

Tableau 17: Résultats de I'estimation des risques cancérigénes (CR) et les risques
cancérigenes totaux (TCR) liés a I'As, Cd et Pb via la consommation des poissons

étudiés.

CR TCR

As 2.03x10%

Daurade Cd 0.44x10° 2.034x10*
Pb 0.34x10®
As 0.95x10*

Bar Cd 0.44x10® 0.954x10*
Pb 0.17x10®
As 0.96x10*

Tilapia gris Cd 0.44x10° 0.964x10*
Pb 0.17x10®
As 3.75x10*

Tilapia rouge Cd 0.13x10° 3.763x10*
Pb 0.34x10®
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En ce qui concerne l'arsenic (As), les valeurs de Risque Cancérigéne (CR) enregistrées sont
trés élevées, dépassant légérement le seuil d'acceptabilité (10*) lors de la consommation de
tilapia rouge, ou la valeur a atteint3.75x10“ainsi que pour la daurade avec une valeur de
2.03x10*,

L'estimation du CR pour la consommation des bars (0.95x10) et du tilapia gris (0.96x10%) a

produit des valeurs similaires et situées dans I’intervalle d'acceptabilité (10 - 10).

Les valeurs de Risque Cancérigéne associées au cadmium (Cd) et au plomb (Pb) sont
pratiqguement négligeables (CR < 10°) pour toutes les espéces de poissons examinées dans

cette étude.

Le risque cancérigéne total (TCR) dans cette étude est principalement déterminé par le CR de
I'arsenic (As), ce qui signifie que le TCR est le plus éleve lors de la consommation de tilapia
rouge (3.76x10*)suivi du TCR associé a la consommation de daurade (2.034x10). Enfin, le
TCR résultant de la consommation de tilapia gris (0.964x10%) et de bar (0.954x10) est

pratiquement similaire et au méme niveau.

Les niveaux de Risque Cancérigéne Total (TCR) associés a la consommation de tilapia rouge
et de daurades dépassent légérement la valeur limite d'acceptabilité (10*). Cependant, les
niveaux de TCR résultant de la consommation de tilapia gris et de bars se situent en dessous

de cette valeur seuil.
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9. Discussion

Cette étude a été menée dans le but d'évaluer la contamination par le Pb, le Cd, le Hg et I'As
des poissons élevés dans des fermes piscicoles marines et continentales afin de mesurer le
degré de contamination par ces éléments traces métalliques. Nous avons également comparé
les especes produites, évalué I’influence du milieu et évalué l'aliment destiné a nourrir les

poissons.

Les especes prises en considération étaient les daurades et les bars élevés dans les fermes
piscicoles marines de Bejaia et de Chlef, ainsi que les tilapias élevés dans les fermes
piscicoles continentales d'Alger et d'Ain Defla.

Ce travail a également examiné les performances de croissance des poissons et estimé les

risques sanitaires pour le consommateur Algeérien.

9.1 Performances de croissance des poissons

L'étude de la corrélation entre I'age, la taille et le poids des poissons d'élevage revét une

importance cruciale pour I'évaluation des rendements et la gestion des fermes aquacoles.

Dans ce travail, nous avons choisi d'évaluer les performances de croissance des poissons
afin de comparer les différentes fermes aquacoles sélectionnées et d'apprécier la qualité de
leur élevage. Une bonne croissance des poissons fournit des indices de leur bonne santé, de
la qualité de l'environnement aquatique (notamment la qualité de l'eau dans la zone
d'élevage), de la disponibilité, ainsi que de la qualité nutritionnelle des aliments utilisés
(227).

Dans cette étude, nous avons observé une augmentation significative du poids et de la taille
des poissons en fonction de leur age. Par conséquent, une corrélation positive a été établie
pour les individus collectés, ce qui témoigne de la mise en ceuvre de bonnes pratiques
d'élevage dans chaque ferme. Cependant, il est important de noter que les performances de

croissance des poissons varient d'une espece a l'autre et d'une ferme piscicole a une autre.
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Cette variabilité peut s'expliquer par la diversité des facteurs qui peuvent influencer la
vitesse de croissance des poissons, tels que la densité des poissons, qui peut avoir un impact
negatif sur le poids, la taille totale et le métabolisme des poissons, comme décrit par De las
Heras et al. (2015)(228)et Sanchez-Muros et al. (2017)(229). L’espéce de poisson
considérée, le changement climatique et l'acidification de I'eau (230), les pratiques
d'aquaculture (231) et le taux et la qualité de I'alimentation (232) peuvent également étre a

l'origine de cette variabilité.

Nous avons également observé qu'aux alentours de 7 mois d'élevage, les poissons élevés
dans les fermes marines affichaient une croissance supérieure a celle des poissons élevés
dans les fermes continentales. Rankin et Dixon (1994) ont souligneé que les poissons d'eau
douce avaient la capacité de reduire immediatement leur consommation alimentaire en
réponse a une exposition aux contaminants arsenicaux vehiculée par le régime alimentaire
(233). Il est pertinent de noter que la qualité des aliments joue un réle essentiel dans la santé
des poissons. Il a été fréquemment suggéré que la préservation de la qualite de
I'environnement aquatique, notamment en ce qui concerne les aliments et I'eau, est un

élement clé garantissant la santé optimale et la croissance adéquate des poissons (234).

9.2 Contamination des poissons par les ETM

9.2.1 Contamination des poissons par I'As

L'As est I'élément le plus retrouvé dans tous les échantillons testés. Les concentrations
moyennes obtenues suivent ’ordre : Tilapia rouge> daurade de Chlef > daurade de
Bejaia> Tilapia gris> bar. Les résultats ont montré que, sa concentration moyenne
obtenue dans la chair des poissons éleves dans les fermes piscicoles continentales
(0.94mg/kg ww) était supérieure a celle trouvée dans la chair des poissons élevés dans
les fermes piscicoles marines (0.67 mg/kg ww). Les tests statistiques de Mann-Whitney
et de Kruskal-Wallis ont montré qu'il y avait une différence significative entre la
concentration moyenne notée dans la chair des poissons élevés dans les fermes marines

et celle notée dans la chair des poissons élevés dans les fermes continentales (p<0.05).
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Il a également été observé que dans le méme type d’élevage (continental), les teneurs en
As sont variables entre les différentes fermes et différentes espéces qui y sont élevées.
C’est le cas du tilapia rouge de la ferme continentale d’Alger qui a enregistré la teneur la
plus élevée (1.56 mg/kg ww) et qui était largement supérieure a la concentration
moyenne notée dans la chair de tilapia gris élevé dans la ferme continentale d'Ain Defla
(0.42 mg/kg ww). Les tests statistiques de Mann-Whitney et de Kruskal-Wallis ont
montré qu'il y avait une différence significative entre la concentration moyenne notée

dans la chair de tilapia gris et celle notée dans la chair de tilapia rouge (p<0.05).

Nous avons comparé les résultats que nous avons enregistré pour 1’As avec ce qui a été
déja rapporté dans la littérature. Nous constatons que les valeurs rapportées par de

nombreux auteurs sont variables.

Pour le tilapia, Simukoko et al. (2022) en Zambie ont rapporté des valeurs différentes
de contamination par 1'As entre deux fermes d’élevage du tilapia (0.043 et 0.028 mg/kg
ww). Néanmoins les valeurs observees étaient inférieures aux notres, que ce soit pour
le tilapia rouge ou pour le tilapia gris(235). Cheung et al. (2008) aussi ont rapporté des
valeurs variables de la contamination du tilapia entre différentes fermes piscicoles en
Chine. Certaines valeurs observees se sont revelées inférieures a celles rapportées dans
la chair du tilapia rouge dans cette étude comme celles notées a Changan, Shipai et
Guangzhoun (1.29, 0.42, 0.78 mg/kg ww respectivement) ou en revanche plus élevées
comme celles enregistrées a Maipo et Sanjiao (1.84, 2.24 mg/kg ww) (236). En ce qui
concerne les niveaux de contamination du tilapia gris observés dans notre étude,
Cheung et al. (2008) ont constaté des valeurs comparables a celles que nous avons
relevées a Shipai, mais plus faibles dans d'autres régions de Chine, telles que Maipo,
Sanjiao Changan, Guangzhoun(236), et méme en dessous de la valeur rapportée dans
I'étude de Ling et al. (2013) a Taiwan (1,27 mg/kg ww)(237).

Dans la chair de la daurade, la concentration la plus élevée a été observée dans la ferme
marine de Chlef (0.88 mg/kg ww), dans la ferme marine de Bejaia, elle a atteint (0.80
mg/kg ww). Les tests statistiques de Mann-Whitney et de Kruskal-Wallis n'ont pas
montré de différence significative entre les concentrations notées dans la chair des

daurades de ces deux fermes piscicoles marines (p>0.05).
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Néanmoins, la moyenne des deux concentrations reste inférieure a celle rapportée en
Algérie dans les régions d’Alger, Tizi Ouzou et Ain Temouchent ou Lounas et al.
(2021)avaient enregistré une concentration d’As dans la chair de la daurade d’¢élevage
de 3.52 mg/kg ww(15). En mer Egée et en mer lonienne (Gréce), Kalantzi et al. (2016)
ont rapporté des teneurs de 2.99, 0.98 et 1.84 mg/kg ww, respectivement(234). Ces

derniéres valeurs sont également supérieures a la moyenne que nous avons rapportée.

Quant aux bars élevés dans la ferme piscicole marine de Chlef, la teneur moyenne notée
dans la chair de cette espece est de 0.39 mg/kg ww, cependant elle reste inférieure a
celle rencontrée chez la daurade élevée dans la méme ferme (0.88 mg/kg ww). Les tests
statistiques de Mann-Whitney et de Kruskal-Wallis ont montré qu'il y avait une
différence significative entre la concentration moyenne notée dans la chair des bars et

celle des daurades élevés dans la méme ferme piscicole (p<0.05).

Différentes teneurs ont été rapportées dans littératures, il y a celles qui sont plus élevées
a celles que nous avons enregistré dans le bar dans cette étude, comme I’étude de
Kalantzi et al. (2016) en Grece qui a rapporté des valeurs de 1.06, 0.42, 1.05 et 0.94
mg/kg ww dans deux fermes situées en Mer Egée et deux autres en Mer lonienne
respectivement(234). Rozic et al. (2014), ont également observé une teneur moyenne en
As dans le bar et la daurade élevés en mer adriatique (Croatie) plus élevée (2.57 mg/kg

ww)(238) que celle que nous avons noté dans cette étude (0.66 mg/kg ww).

Les résultats de la contamination de I’aliment des poissons par I’As suivent le méme
schéma que celui observé dans la chair des poissons avec un ordre de contamination
(Tilapia rouge> daurade de Chlef > daurade de Bejaia> Tilapia gris> bar). Cette relation
positive entre la contamination de I'aliment par I'As et sa concentration dans la chair des
poissons suggere que l’origine de la contamination des poissons est d’origine
alimentaire, d’autant plus que les concentrations d'As dans les eaux des zones d’élevage

étaient tres faibles.
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Il est connu qu’en général, la concentration de l’arsenic est trés élevée dans les
poissons (239). Sa forme inorganique est absorbée par les poissons avec I’eau et les
aliments (115), alors que sa forme organique (arsénobétaine) 1’est exclusivement a
partir d’aliments. Cette derniére forme s’accumule a un rythme trés élevée dans les
tissus musculaires (118), ce qui peut expliquer les teneurs élevées que nous avons
enregistré dans la chair des poissons, surtout que nous avons incriminé les aliments

distribués aux poissons comme étant a I’origine de la contamination par I’arsenic.

Dans cette étude, nous avons observé que la concentration d'arsenic dans la chair des
poissons n'ayant pas encore atteint la taille marchande était supérieure (0.89 mg/kg ww)
a celle dans la chair des poisons préts a la consommation humaine (poissons ayant ou
dépassants la taille marchande (0.72mg/kg ww). Cela suggére qu'il y a une corrélation
négative entre la concentration d'arsenic dans la chair des poissons et leurs tailles. |l
existe une différence statistiquement significative entre les deux groupes de poissons
(p<0.05).

Des recherches antérieures ont déja montré une corrélation négative entre les
concentrations des éléments métalliques dans les tissus des poissons et leur taille
(238)(240). Ceci serait da au fait que la concentration en As dépend non seulement de
la taille, mais aussi de plusieurs facteurs écologiques (saison, pH, température...) et

individuels (sexe, cycle de vie...) (241).

La corrélation négative entre la teneur en As et la taille du poisson est tres
probablement liée a l'activité métabolique élevée des jeunes poissons, qui est connue
pour étre un facteur important dans I'accumulation des oligo-éléments dans le poisson
(240).
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9.2.2 Contamination des poissons par le Hg

Au sein de la méme ferme piscicole marine a Chlef, nous avons observé que la teneur en
mercure dans la chair des bars (0.08 mg/kg ww) était plus élevée que celle relevée dans
la chair des daurades (0.053 mg/kg ww).Les tests statistiques de Mann-Whitney et de
Kruskal-Wallis ont montré qu'il y avait une différence significative entre Ila
concentration moyenne notée dans la chair des bars et celle des daurades élevées dans la

méme ferme piscicole (p < 0.05).

En revanche, cette derniére (teneur du Hg dans la chair de des daurades) était plus
élevée que celle mesurée dans la méme espece élevée dans la ferme piscicole marine de
Béjaia (0.050 mg/kg ww). Les analyses statistiques de Mann-Whitney et de Kruskal-
Wallis n'ont révélé aucune différence significative entre les concentrations de la chair de

daurades observées dans les deux fermes piscicoles marines (p > 0,05).

De nombreuses études antérieures ont signalé des concentrations de mercure (Hg) dans
la chair des bars d'élevage qui étaient inférieures a celles que nous avons observées.
Elisavet et al. (2019) en Grece ont rapporté une teneur de 0.047 mg/kg ww dans la chair
des bars élevés en mer Egée et en mer de Créte (242). De plus, Kalantzi et al. (2016)
ont documenté des valeurs de 0.07, 0.06, 0.06 et 0.06 mg/kg ww pour des bars éleves
dans deux fermes en mer Egée et deux autres fermes en mer lonienne, respectivement
(234).

Les daurades d'élevage de notre étude, tout comme les bars, ont également présenté des
teneurs en mercure (Hg) supérieures aux valeurs signalées par Elisavet et al. (2019)
pour la mer Egée et la mer de Créte (0.029 mg/kg ww) (242). Kalantzi et al. (2016) ont
observé des niveaux de Hg variables dans les daurades élevées dans différentes fermes
de la mer Egée et de la mer lonienne, en fonction du site de prélévement. Dans certaines
fermes, ces valeurs étaient inférieures aux notres (0.02 mg/kg ww, 0.04 mg/kg ww),

tandis que dans d'autres, elles étaient plus élevées (0.1 mg/kg ww) (234).
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La concentration moyenne enregistrée dans les daurades et les bars confondus (0.06
mg/kg ww) est inférieure a la teneur signalée par Rozic et al. (2014) dans la chair des
daurades et des bars élevés en Mer Adriatique en Croatie (0.17 mg/kg ww) (238).En
revanche, celle rapportée par CHOUBA et al. (2016) pour les bars et les daurades
élevés dans les fermes du Nord-Est de la Tunisie est similaire & la ntre (0.059 mg/kg
ww)(243).

Dans les fermes continentales, le tilapia rouge de la ferme d’Alger a montré une teneur
de Hg (0.07 mg/kg ww) plus élevée que celle observée dans le tilapia gris de la ferme de
Ain Defla (0.02 mg/kg ww). Les testes statistiques de Mann-Whitney et de Kruskal-
Wallis ont montré qu'il y avait une différence significative entre la concentration

moyenne notee dans la chair de ces deux especes de poisson d'eau douce (p<0.05).

La teneur enregistrée dans la chair de tilapia rouge dans notre étude est plus élevee que
celle rapportée par Simukokoet al. (2022) en Zambie, qui ont enregistré des valeurs de
0.007 et 0.002 mg/kg ww dans deux fermes d'élevage différentes (235). De méme, les
valeurs que Cheung et al. (2008) ont rapportées pour les tilapias élevés dans différentes
fermes en Chine (Sanjiao, Guangzhoun, Shipai, Changan et Maipo) étaient de 0.02,
0.01, 0.03, 0.01 et 0.02 mg/kg ww, respectivement (236). Cependant, la valeur signalée
par Hamada et al. (2018) pour la chair des tilapias élevés en Egypte (0.94 mg/kg ww)

est nettement plus élevée que nos résultats (244).

Dans le cas du tilapia gris, les valeurs que nous avons enregistrées sont plus élevées que
celles observées dans I'étude de Simukoko et al. (2022)(235).Cependant, elles se sont
également aveérées inférieures ou similaires a celles observees dans d'autres régions du
monde, comme cela a été rapporté pour les régions de Shipai, Sanjiao et Maipo en
Chine par Cheung et al. (2008)(236).

Les concentrations moyennes de Hg obtenues sont classées dans 1’ordre décroissant
comme suit : Bar élevé a Chlef >Tilapia rouge élevé a Alger >daurade élevée a Chlef >
daurade élevée a Bejaia> Tilapia gris élevé a Ain Defla. Cela indique que les niveaux
les plus élevés de Hg ont été observés dans les poissons élevés dans les deux fermes

marines (0.06 mg/kg ww) par rapport aux deux fermes continentales (0.04 mg/kg ww).
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Les tests statistiques de Mann-Whitney et de Kruskal-Wallis ont montré qu'il y avait une
différence significative entre la concentration moyenne notée dans la chair des poissons
élevés dans les fermes marines et celle notée dans la chair des poissons élevés dans les

fermes continentales (p < 0.05).

Dans cette étude, il a été observé qu'il n'y avait aucune présence de mercure (Hg) dans
les eaux de toutes les zones d'élevage examinées. De plus, le Hg était I'élément le moins
présent dans l'alimentation des poissons. Cependant, le Hg était le deuxiéme élément le
plus abondant dans la chair des poissons, aprés I'arsenic (As), avec des concentrations
plus élevées notées dans les poissons préts a la commercialisation et a la consommation
(0.06 mg/kg ww) par rapport aux poissons qui n‘avaient pas encore atteint la taille
commerciale (0.04 mg/kg ww). Il existe une différence statistiguement significative
entre les deux groupes de poissons (p <0.05). Toutes ces données confirment que le

mercure est un élément bioaccumulable dans la chair des poissons.

La variation des teneurs en mercure (Hg) dépend de plusieurs facteurs, notamment
I'espéce considéree, sa capacité physiologique d'assimilation et d'excrétion, sa taille , et
la durée d'exposition aux polluants(245). Les poissons ont tendance a accumuler la
forme organique du mercure (MeHg) en raison de la forte affinité du MeHg pour les

groupes thiols présents dans les protéines musculaires des poissons (246).

La question de savoir si les concentrations en mercure (Hg) que nous avons enregistrées
sont dangereuses pour les poissons eux-mémes est importante. Les niveaux élevés de
Hg peuvent avoir des effets néfastes sur la santé des poissons. D'aprés Simukoko et
al.(2022), I'Union européenne a établi une norme de qualité environnementale (EQS)
avec une valeur seuil de 0.02 mg/kg ww de mercure chez les poissons et dans
I'environnement. Le fait que les niveaux moyens de Hg dans nos échantillons de
poissons étaient similaires (tilapia gris) ou supérieurs (daurade, bar et tilapia rouge) a
I'EQS suggere que le mercure peut potentiellement provoquer des effets néfastes chez

les poissons (235).
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9.2.3 Contamination des poissons par le Cd :

Une seule concentration moyenne quantifiable a été enregistrée et cela dans la chair du
tilapia rouge élevé dans la ferme continentale d'Alger (0.001mg/kg ww). Toutes les
autres especes étudiées avaient des concentrations moyennes situées entre la limite de
quantification et la limite de détection, qui étaient respectivement de l'ordre de 0.0002
mg/kg ww et 0.0007 mg/kg ww. Les tests statistiques de Mann-Whitney et de Kruskal-
Wallis n'ont pas montré de différence significative entre les concentrations notées dans

la chair des poissons élevés dans les fermes piscicoles étudiées (p > 0.05).

Par ailleurs, la teneur que nous avons rapportée dans la chair de tilapia rouge est plus
élevée que celles enregistrées par Simukoko et al. (2022) dans deux fermes
continentales en Zambie (0.0004 et 0.0008 mg/kg ww) (235). Cependant, elle s'est
révélée moins élevee que celles enregistrées dans le tilapia d'élevage par de nombreux
auteurs tels que Ling et al. (2013) a Taiwan (0.01 mg/kg ww) (237).Hamada et al.
(2018) en Egypte (0.08 mg/kg ww) (244), Taweel et al. (2011) en Malaisie (0.0021
mg/kg ww) (247)et Cheung et al. (2008) dans quatre régions d'élevage en Chine (0.71,
0.25, 1.57, 0.43, 0.08 mg/kg ww) respectivement (236).

Dans d'autres especes telles que le tilapia gris d'Ain Defla, les daurades, et les bars issus
des fermes marines de Chlef et de Bejaia, les concentrations moyennes se situent dans
la plage de détection et de quantification (0.0002-0.0007 mg/kg ww). Dans d'autres
études, les niveaux de cadmium relevés dans ces mémes espéeces étaient soit similaires
a ceux gue nous avons enregistrés, comme le rapportent Simukoko et al.(2022)(235),
soit nettement supérieurs a ceux signalés par Ling et al.(2013) (237),Hamada et al.
(2018) (244),Taweel et al. (2011) (247) et Cheung et al. (2008) (236).

D'autres études ont également signalé des valeurs nettement supérieures a celles que
nous avons observées, notamment en Algérie, Lounas et al. (2021) ont rapporté une
valeur de 0.004 mg/kg ww pour les daurades élevées dans les régions d'Alger, de Tizi
Ouzou et d'Ain Temouchent (15), De plus, Elisavet et al. (2019), en Mer Egée et en
Mer de Crete, en Gréce, ont noté des concentrations de Cd dans la chair des daurades et

des bars respectivement de 0.002 mg/kg ww et 0.001 mg/kg ww (242).
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Rozic et al. (2014) en Croatie ont observé des teneurs de 0.016 mg/kg ww dans les
daurades et les bars éleves en Mer Adriatique (238). De méme, Chouba et al. (2016)
ont relevé des concentrations de 0.036 mg/kg ww dans les fermes de daurades et de

bars au nord-est de la Tunisie (243).

Le Cd est I'élément le moins retrouvé dans les échantillons de cette étude et aucune
différence significative n'a été observée dans les concentrations moyennes de Cd dans
les fermes piscicoles continentales ou marines ou entre les poissons de différentes
tailles (0.0002-0.0007 mg/kg ww) (p<0.05).

Cette étude a révélé des concentrations tres faibles de Cd. En revanche, des niveaux
relativement élevés en Cd ont été observés dans l'alimentation de ces poissons. Cette
disparite peut étre attribuée au choix des tissus que nous avons analysés, car nous avons
opté pour la chair du poisson comme matrice, tandis que les éléments métalliques ont
tendance a s'accumuler davantage dans les organes et les visceres que dans les muscles
(248).

Nous avons choisi d'étudier la chair plutét que les viscéres en raison de sa nature
comestible, ce qui la rend plus pertinente pour évaluer les risques potentiels pour la
santé humaine liés a la consommation de poisson. De nombreuses etudes menées sur
diverses especes de poissons ont également suggeré que le muscle n'est pas un tissu
actif dans I'accumulation des ETM (249).

9.2.4 Contamination des poissons par le Pb:

Nous avons enregistré des concentrations de Pb tres faibles dans la chair des poissons
étudiés qui étaient inférieures, toutes en deca de la limite de quantification (0.002
mg/kg ww)a I'exception des daurades élevées dans la ferme piscicole marine de Bejaia,
qui présentaient une concentration de 0.004 mg/kg ww, et des tilapias rouges élevés
dans la ferme piscicole continentale d'Alger, avec une concentration de 0.003 mg/kg
ww. Les tests statistiques de Mann-Whitney et de Kruskal-Wallis n‘ont pas montré de
différence significative entre les concentrations notées dans la chair des poissons

élevés dans les fermes piscicoles étudiées (p>0.05).
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Dans le cas du tilapia (gris et rouge), les concentrations que nous avons rapportées
étaient relativement peu élevées par rapport a celles enregistrées dans le tilapia
d'élevage par des études antérieures. Simukoko et al. (2022) en Zambie ont relevé des
valeurs de 0.008 et 0.007 mg/kg ww (235),Ling et al. (2013) a Taiwan ont rapporté
une valeur de 0.14 mg/kg ww (237),Hamada et al. (2018) en Egypte ont noté une
valeur de 0.29 mg/kg ww(244), tandis que Taweel et al. (2011) en Malaisie ont
enregistré une valeur de 0.023 mg/kg ww(247). 1l est important de noter que les
valeurs que nous avons obtenues demeurent nettement inférieures a celles rapportées
par Cheung et al. (2008) en Chine, dans cing régions différentes, avec des

concentrations allant de 2.15 a 7.74 mg/kg ww(236).

Dans le cas de la daurade, la concentration de Pb relevée dans la ferme marine de
Bejaia (0.004 mg/kg ww) s'est avérée plus élevée que celle notée dans la ferme marine
de Chlef explorée dans la méme etude (0.0006-0.002 mg/kg ww), et également plus
élevée que celle rapportée par Lounas et al. (2021) pour les daurades élevées dans les
régions d'Alger, Tizi Ouzou et Ain Temouchent en Algérie (0.0027 mg/kg ww)(15).
Dans des études antérieures portant sur la contamination des daurades par le Pb, les
résultats varient. Certaines études, comme celle de Kalantzi et al. (2016), ont
documenté des concentrations inférieuresa la limite de détection (234), tandis que
d'autres, comme Elisavet et al. (2019), ont signalé des concentrations plus élevées,
atteignant 0.058 mg/kg ww(242).

La concentration moyenne de Pb dans la chair des bars de la ferme piscicole marine
de Chlef (0.0006-0.002 mg/kg ww) est inférieure aux valeurs rapportées dans plusieurs
études similaires. Par exemple, Elisavet et al. (2019) en Grece, (0.056 mg/kg
ww)(242). De plus, la concentration moyenne de Pb dans la chair des daurades et des
bars que nous avons mesurée ensemble (0.0024 mg/kg ww) est faible par rapport a ce
qui a été rapporté dans d'autres études. Rozic et al. (2014) ont relevé une valeur de
0.143 mg/kg ww dans une ferme piscicole en Mer Adriatique en Croatie (238), tandis
que Chouba et al. (2016) ont enregistré une valeur de 0.05 mg/kg ww dans quatre

fermes piscicoles implantées au nord-est de la Tunisie (243).
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En examinant nos résultats concernant la contamination par le plomb (Pb), nous avons
remarqué que les niveaux de contamination étaient assez élevés dans I'alimentation des
poissons. Cependant, le Pb est faiblement retrouvé dans la chair des poissons, et
aucune différence significative n'a été observée dans les concentrations moyennes de
Pb entre les poissons provenant de fermes piscicoles continentales ou marines, ni entre
les poissons de différentes tailles. Cette disparité semble découler des mémes origines
et des mémes facteurs d'influence que ceux mentionnés précédemment pour le
cadmium (Cd).

Une étude menée par Latif et al. (2022) a signalé des niveaux de Pb plus faibles dans
les tissus musculaires par rapport aux branchies, au foie et a l'intestin (250). De
maniere similaire, I'étude d'Ishak et al. (2020) a révélé que les niveaux les plus élevés
de Pb et de Cd étaient présents dans les branchies et les os, tandis que les

concentrations les plus basses étaient observées dans les tissus musculaires (251).

9.3 Contamination des aliments de poissons par I'As, Hg, Cd et Pb

Bien qu'il existe trois méthodes distinctes de production piscicole en fonction du type
daliment utilisé, a savoir le systeme extensif ou les poissons se nourrissent
exclusivement d'aliments naturels, le systéme semi-intensif ou les éleveurs ajoutent
des compléments alimentaires enrichis en e€léments essentiels aux aliments naturels.
Dans le cas de cette étude, les poissons sont éleves en systéeme intensif. Ce mode
d'élevage repose entierement sur la distribution réguliere d'un aliment complet
composé d'une sélection précise d'ingrédients visant a fournir tous les nutriments
essentiels pour favoriser la croissance optimale des poissons. Ces aliments doivent
étre formulés pour étre facilement absorbés et digérés par les poissons. La fabrication
de ce type d'aliment sur place peut étre tres complexe et généralement colteuse lors
de l'achat (19).
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Dans cette étude, nous avons observé des concentrations relativement élevées en
éléments traces métalliques (ETM) dans l'alimentation des poissons, avec l'arsenic
(As) étant I'élément le plus fréquemment détecté. Les niveaux enregistrés pour le
tilapia rouge, la daurade, le tilapia gris et le bar étaient respectivement les suivants :
(As : 1.73, 0.85, 0.83 et 0.8) (Pb : 0.33, 0.85, 0.18 et 0.25) (Cd : 0.48, 0.16, 0.26 et
0.18) (Hg : 0.09, 0.04, 0.03 et 0.03) mg/kg de poids brut.

Les tests statistiques de Mann-Whitney et de Kruskal-Wallis n'ont pas montré de
différence significative entre les concentrations notées dans les différents aliments des

poissons étudiés (p>0.05).

L’étude menée par Kalantzi et al. (2016), portant sur l'alimentation des daurades et
des bars éleves dans trois fermes piscicoles en Gréce, a révélé un schéma similaire de
contamination par les ETM, avec une prédominance de l'arsenic suivi du plomb, du
cadmium, et du mercure, ce qui est en accord avec nos résultats(As>Pb> Cd>Hg)
(234).

Les concentrations relativement élevées que nous avons enregistrées dans
l'alimentation des poissons peuvent étre attribuées aux matiéres premieres utilisées
dans la fabrication de ces aliments composés. Les farines et les huiles de poisson ont
été les principaux ingrédients utilisés dans la formulation de ces aliments destines a
l'aquaculture. Ces matieres premieres sont riches en nutriments essentiels pour
répondre aux besoins nutritionnels des especes aquatiques. Cependant, il est important
de noter qu'elles contiennent également des éléments toxigues, notamment les ETM,
qui sont nuisibles et dépourvus de tout réle bénéfique pour les organismes vivants
(252).
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9.4 Contamination des eaux des zones d'élevage par les ETM

Nous avons prélevé et analysé cing échantillons des eaux de surface dans chaque
ferme piscicole étudiée. Toutes les concentrations moyennes observées d'As, Hg, Cd
et Pb étaient inférieures a la limite de quantification et méme inférieure a la limite de
détection, a I'exception de I'As dans les fermes piscicoles marines de Bejaia et Chlef
ou les concentrations étaient de 0.111+0.03 mg/kg et 0.084+0.05 mg/kg
respectivement. L’étude d'Avigliano et al. (2015) menée dans cing régions
d'Argentine, ou les concentrations d'arsenic (de 3,9 a 367ug/L), de mercure (de 0,07 a
0,63ug/L), de cadmium (de 0,17 a 1,0ug/L) et de plomb (de 0,9 a 8,22ug/L)
(253)étaient plus faibles que celles signalées dans notre étude.

Ces résultats pourraient étre attribués a la localisation des fermes continentales, qui
sont implantées dans des zones éloignées des sources de pollution d'origine
anthropique et naturelle. En revanche, les fermes marines se trouvent dans la mer
Méditerranée, qui est considérée comme I'une des mers les plus polluées au monde en

raison du trafic maritime intensif et des incidents pétroliers (254).

De plus, les cotes Algériennes ont été identifiées comme parmi les plus polluées de la
Méditerranée, en raison de la présence d'industries déversant d'importantes quantités
de produits chimiques dans la mer(254). Toutefois, il est important de noter que les
élements traces métalliques peuvent étre concentrés dans d'autres compartiments

aquatiques, tels que les sédiments (50).

Les ETM (Cd, Pb, Hg, As) ont été identifies comme des substances dangereuses
prioritaires en raison de leurs risques potentiels pour la santé humaine. Ils sont soumis
a une norme de rejet zéro dans les eaux souterraines (52) (53).La distribution des
ETM dans l'environnement aquatique est régulée par des processus physiques,
chimiques et/ou biologiques (48). Les ETM sont susceptibles d'étre absorbés par les
plantes et les animaux aquatiques, et leur accumulation dans les organismes peut
atteindre des concentrations qui menacent la survie de ces especes aquatiques, tout en

présentant des risques pour les consommateurs de ces produits (51).
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9.5 Evaluation de risque toxicologique pour le consommateur

Afin d’évaluer le risque toxicologique des concentrations d’ETM enregistrées dans notre
étude, nous nous sommes référés aux réglementations Algérienne et Européenne, qui ont
établi les seuils d’acceptabilité des éléments traces métalliques dans les denrées
alimentaires. Pour les espéces étudiées, les seuils sont les suivants : 0.5 mg/kg (ww) pour le
mercure (Hg), 0.05 mg/kg pour le cadmium (Cd) et 0.3 mg/kg pour le plomb (Pb) (125)
(126) (127).

Etant donné que l'arsenic (As) n'est pas pris en compte par les réglementations Européennes
et Algériennes, nous nous sommes reférés a la réglementation Australienne et Néo-
Zeélandaise, qui ont établi un seuil reglementaire de 2 mg/kg (ww) pour l'arsenic dans les

espéces étudiees (128).

Cette déemarche nous a permis de comparer les niveaux de contamination en ETM que nous
avons enregistrés avec les seuils réglementaires établis, afin d'évaluer la conformité de nos

résultats par rapport aux normes de sécurité alimentaire.

Certes, les concentrations enregistrées dans cette étude sont inférieures aux seuils
réglementaires établis pour les especes de poissons examinées. Néanmoins, les ETM ne sont
pas biodégradables et s'accumulent a long terme dans les organismes aquatiques en tant que
source de contamination potentielle pour l'alimentation humaine, ces poissons pourraient
entrainer des effets nocifs sur la santé publique a court et/ou a long terme. C'est pourquoi
nous avons jugé nécessaire d'effectuer une évaluation du risque toxicologique lié a la

consommation de ces poissons dans notre pays.
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9.5.1 Estimation DJE/DHE liées aux ETM via la consommation des poissons

sélectionnés

Nous avons estimé les DJE et DHE de I’arsenic total dans toutes les espéces de poissons
sélectionnées dans cette étude et nous avons constaté qu’elles sont toutes inférieures aux
doses hebdomadaires tolérables provisoires (DHTP) fixées par le comité mixte FAO-OMS

d'expert des additifs alimentaires (JECFA) a 15ug/kg de poids corporel /semaine(226).

Cependant, les DHE enregistrées pour le tilapia rouge et gris (1.75 et 0.45 ug/kg /poids
corporel/semaine, respectivement) sont plus élevées que celles notées par Simukokoet al.
(2021) dans les fermes d’élevage de tilapia en Zambie (0.13et 0.08ug/kg /poids
corporel/semaine) (235).Aussi, les DHE enregistrées dans la daurade (0.95 pg/kg /poids
corporel/ semaine) sont supérieures a celles estimée par Louneset al. (2021) dans les
fermes d'élevage des daurades a Alger, Tizi Ouzou et Ain Temouchent (10% de l'arsenic

total = arsenic inorganique = 0.238 ug/kg /poids corporel/ semaine) (15).

Concernant le Hg, toutes les valeurs enregistrées (DJE/DHE) dans cette étude sont
également inférieures aux DHTP fixés par JECFA (5 pg/kg de poids corporel /semaine
pour mercure)(226). Cependant, celles notées dans le tilapia rouge (0.08ug/kg /poids
corporel/ semaine) sont plus élevées que les DHE estimées par Simukoko et al (2021) en
Zambie (0.02 et 0.0067ug/kg /poids corporel/semaine, respectivement). pour le tilapia gris
(0.02pg/kg /poids corporel/ semaine ) les DHE sont similaires(235).

Les DHE du Cd , comme pour les ETM précédents sont inférieures aux doses
hebdomadaires tolérables provisoires fixées par l'autorité Européenne de sécurité¢ des
aliments (EFSA) : 2.5ug/kg de poids corporel /semaine pour le cadmium (255) et par le
comité mixte FAO-OMS d'expert des additifs alimentaires (JECFA) 25 pg/kg de poids

corporel /semaine pour cadmium (226).
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Dans le tilapia gris, Simukokoet al. (2021) ont rapporté des valeurs plus élevées que celles
que nous avons notées (2.48x1073 et 1.1x10°VS 5x10* ug/kg /poids corporel/ semaine).
Cependant, la DHE estimée pour le tilapia rouge (2x10° ug/kg /poids corporel/ semaine)
était supérieure a celle enregistrée dans la méme étude(235). En Algérie et pour la daurade,
Lounes et al. (2021) ont rapporté une valeur plus élevées que celle nous avons notée
(2.7x10° VS 5x10* /kg /poids corporel/ semaine)(15).

Toutes les DHE enregistrées pour le Pb, dans les différentes especes de poissons étudiées
sont inférieures aux DHTP fixés par JECFA: 5ug/kg de poids corporel /semaine pour le
plomb (226). Néanmoins, pour le tilapia rouge et le tilapia gris (0.003et 0.002ug/kg /poids
corporel/ semaine, respectivement) , les valeurs observées étaient inférieures aux DHE
estimées par Simukoko et al. (2021) dans 2 fermes d'élevage de tilapia en Zambie (0.024
et 0.020 pg/kg /poids corporel/semaine, respectivement) (235).

Concernant la valeur de DHE notée pour la daurade, cette derniére était supérieure a la DHE

estimée par Lounes et al. (2021) en Algérie (1.82x103ug/kg /poids corporel/ semaine)(15).

A travers cette étude, nous avons pu observer des doses journaliéres et hebdomadaires
d'exposition relativement faibles aux éléments toxiques arsenic (As), mercure (Hg),
cadmium (Cd) et plomb (Pb) a travers la consommation de poissons tels que la daurade, le
bar, le tilapia gris et le tilapia rouge, produits par la pisciculture Algérienne dans les sites

investigués.

Les résultats obtenus démontrent que les DJE/DHE se situent en deca des doses
hebdomadaires tolérables provisoires établies par I'Autorité Européenne de Sécurité des
Aliments (EFSA) et le Comité mixte FAO-OMS dexperts des additifs alimentaires
(JECFA). En conséquence, il apparait que les consommateurs de ces produits en Algérie ne

sont pas exposés au risque d'intoxication par les éléments métalliques étudies.
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Cette relation entre DJE/DHE et la concentration des ETM dans les parties comestibles des
poissons justifie les variations observées en fonction des concentrations d’ETM enregistrées
dans cette étude. De plus, elle est corrélée au taux de consommation de ces produits. Il est
important de noter que la faible consommation des produits de la péche en général, et des
poissons en particulier, au sein de la population Algérienne a joué un rdle significatif dans
la réduction du risque d'exposition aux ETM, méme lorsque ces éléments étaient présents a
des concentrations relativement faibles dans ces denrées alimentaires. Il est essentiel de
souligner que les individus qui consomment davantage de poissons seraient potentiellement

davantage exposés aux risques associes aux ETM.

9.5.2 Estimation du quotient de danger (THQ) et de I'indice de danger (HI)

Les résultats du calcul du quotient de danger et de l'indice de danger ont montré des taux
inférieurs a 1, cela indique que la consommation des daurades, bars, tilapia gris et le tilapia
rouge produits par la pisciculture Algérienne dans les sites investigués ne présente aucun
risque toxique non cancérigéne pour les consommateurs Algériens. Méme en présence de
niveaux relativement élevés en As dans certains échantillons puisque, il est bien connu
que I'As peut étre présent dans les poisson sous plusieurs formes, soit par sa forme
inorganique toxique (As III et As V), soit par sa forme non toxique , I’ Arsenobétaine qui

est la plus abondante dans le tissu musculaire des poissons (256).

Des études antérieures concordent avec nos resultats d'évaluation de risque, a titre
d'exemple, I'étude menée par Simukoko et al. (2021) qui avaient mis en évidence que la
consommation de tilapia élevé dans deux fermes piscicoles en Zambie ne présentait aucun
risque toxigue non cancérigene pour la population puisque les valeurs de THQ pour [I'As,
Hg, Cd et Pb ainsi que le HI étaient inférieures a 1 (235). De méme I'étude de Lounes et
al. (2021) avait démontré que la consommation des daurades d'élevage commercialisé a
Alger, Tizi Ouzou et Ain Temouchent ne présentait aucun risque sanitaire non cancérigene

pour la population avec des THQ pour I'As, Cd et Pb et le HI inférieures a 1 (15).
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9.5.3 Estimation du risque cancérigene (CR)

L'évaluation du risque cancérigéne (CR) et du risque cancérigene total (TCR) liés a la
consommation des poissons étudiés a révélé des niveaux de CR et de TCR dépassant
légérement les seuils d'acceptabilité de 10* pour I'As dans le tilapia rouge (CR = TCR =
3.76x10%) et les daurades (CR = TCR = 2.03x10™).

Ces valeurs enregistrées suggérent un risque potentiel de développement de cancer au cours
de la vie des individus consommant ces poissons. Il est important de noter qu’une
exposition dépassant des valeurs toxicologiques de référence ne garantit pas nécessairement
la survenue d'effets négatifs significatifs, étant donné que ces valeurs sont établies sur la
base de I'exposition chronique a I'As total qui incorpore en grande partie de l'arsenic
organique non toxique (190).

Cependant, les niveaux de CR liés a I'As résultant de la consommation de bars (0.95x10%)

et du tilapia gris (0.96x10*) sont comprise dans l'intervalle d'acceptabilité (10 - 109).

Quant aux valeurs d'estimation des CR et TCR liés au cadmium (Cd) et au plomb (Pb) via la
consommation de toutes les espéces de poissons considérées dans cette étude, elles sont
négligeables ol se situent dans la plage d'acceptabilité (CR<10#). Ces observations
indiquent une absence de risque ou un risque négligeable de développer un cancer au cours

de la vie d’un individu consommant ces poissons.

Les résultats de notre étude concordent avec ceux de I'étude menée par Lounes et al.(2021),
concernant I'évaluation du risque cancérigene associé a la consommation de daurades
élevées a Bejaia et a Chlef. Dans leur recherche, ils ont rapporté des valeurs de CR liées a
I’As, Cd et Pb via la consommation de daurades d'élevage commercialisées a Alger, Tizi
Ouzou et Ain Temouchent, soit 2.55x10%, 1.22x10°, 1.11x1078 respectivement(15). Ces
auteurs ont noté que les résultats de CR liés a 'arsenic dépassaient le seuil d’acceptabilité
(10*) tandis que le risque cancérigéne associé au cadmium et au plomb via la

consommation de ces poissons était négligeable.
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CONCLUSION,
RECOMMANDATIONS ET
PERSPECTIVES



Au cours de la présente étude, nous avons procédé au dosage de l'arsenic, du mercure, du
cadmium et du plomb dans la chair des daurades, des bars, du tilapia gris et du tilapia rouge
provenant de quatre fermes piscicoles Algériennes, ainsi que dans les aliments et les eaux
d'élevage. Ces analyses ont été réalisées au moyen de la spectrométrie de masse par plasma a

couplage inductif (ICP-MS) apres une minéralisation humide dans un micro-ondes.

L'élément le plus fréquemment détecté dans nos échantillons eétait l'arsenic. Les
concentrations moyennes enregistrées dans la chair de tilapia rouge, de daurade, de tilapia
gris et de bar étaient respectivement de 1.56, 0.84, 0.42, 0.39 mg/kg de poids frais pour
I'arsenic, suivi du mercure avec 0.07, 0,05, 0.02, 0.08 mg/kg de poids frais. Cependant, nous
avons observé des niveaux de contamination trés faibles en cadmium et en plomb, qui dans la
majorité des cas, ne dépassaient pas la limite de quantification. Par conséquent, nos résultats

étaient inférieurs aux seuils limites réglementaires.

Dans les aliments destinés aux poissons, des niveaux relativement élevés de tous les
contaminants mentionnés précédemment ont été observes, avec l'arsenic étant I'élément le
plus abondant et le mercure le moins présent. En revanche, contrairement aux eaux des zones
d'élevage, les concentrations d'As, Hg, Cd et Pb etaient généralement tres faibles, se situant
souvent en deca des limites de quantification. Il convient de noter une exception concernant
I'As dans les fermes piscicoles marines de Bejaia et Chlef, ou des concentrations de 0.111

mg/kg et 0.084 mg/kg ont éte enregistrées respectivement.

L'évaluation des risques sanitaires liés a la présence de ces contaminants dans les poissons a
été effectuée par l'estimation des DJE/DHE, THQ, HI et CR. Ces parametres ont révélé que la
consommation de ces poissons ne semble pas entrainer d'effets nocifs non cancérigenes sur
I'hnomme. Néanmoins, un risque probable de développer un cancer au cours de la vie d'un
individu en raison du fait que le CR associé a l'arsenic dépasse le seuil d'acceptabilité via la

consommation de tilapia rouge et de daurade.

Cette étude a mis en lumiére la contamination par l'arsenic (As), le mercure (Hg), le cadmium
(Cd) et le plomb (Pb) dans des espéces de poissons provenant de sites d'élevage qui n'avaient
jamais été étudiés auparavant. En présence d'un risque cancérigene probable pour les
consommateurs, nNous pouvons proposer certaines recommandations visant a prévenir ce

danger pour la santé humaine et animale :
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« Mise en place d'équipes de personnel qualifié pour effectuer des analyses régulieres

sur les poissons, leur alimentation, I'eau et les sédiments marins.

e Controle de I'élimination des déchets anthropiques et installation d'unités de

traitement des eaux usées.

« Réduction de I'utilisation d'aliments & base de farines et d'huiles de poisson au profit

de nouvelles matiéres premiéres d'origine végétale.

« Mettre en place d'un contr6le rigoureux sur les aliments importés, ainsi que sur tous les
autres intrants nécessaires a la pisciculture, en particulier en ce qui concerne les
risques chimiques, notamment les éléments traces métalliques toxiques.

« Evaluation réguliére du risque sanitaire li¢ a I'exposition aux ETM via la consommation
des poissons d'élevage et prise de mesures correctives immédiates en cas de non-
conformité.

« Surveillance continue pour éliminer rapidement la source de contamination et éviter
des pertes considérables.

» Dans le cas de cette étude, un changement d'alimentation par un autre non
contaminé est fortement recommandé.

» En cas de pollution de l'eau de mer dans la zone d'exploitation avant le début du
cycle d'elevage, procéder au changement de I'emplacement de la ferme piscicole
vers une zone propre et éloignée de toute source de contamination.

« Remplacer la tuyauterie par un systéme approprié en cas de contamination de I'eau
des fermes continentales par le plomb.

« Préserver la santé publique en cas de contamination grave par la mise en
quarantaine de la zone d'élevage, interdire la commercialisation, saisir et détruire

les poissons contaminés.

Il serait instructif de conduire une étude de spéciation de l'arsenic. Dans la présente étude,
nous avons observé des niveaux relativement élevés d'arsenic total dans certains
échantillons. Cependant, il est important de noter que l'arsenic peut se présenter dans les
poissons sous différentes formes, soit sous sa forme inorganique toxique (As Il et As V),
soit sous une forme non toxique (l'arsénobétaine). Par conséquent, il est essentiel de
poursuivre I'étude en réalisant des analyses de spéciation de I'arsenic afin de déterminer les
différentes formes chimiques présentes, ce qui permettra d'évaluer de maniere plus précise
les risques toxicologiques et cancérigenes associés a l'arsenic inorganique plutdt qu'a

I'arsenic total.
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This study evaluates the level of arsenic (As), mercury (Hg), cadmium (Cd) and lead (Pb) in the flesh
of grey & red tilapia, sea bream & bass reared in sea and continental waters from four Algerian
aquaculture farms. For this purpose, 145 fish samples, 15 samples of fish feed and 20 samples of
farms waters were analysed using an accredited method based on inductively coupled plasma-mass
spectrometry. The most abundant contaminant found in the fish samples was As (0.39-1.56 mg kg™'
wet weight (wet wt)) followed by Hg (0.02-0.08 mg kg~! wet wt). A negative correlation was observed
between the As level and the fish size, while this correlation was found to be positive for Hg. The levels
of Pb and Cd were very low in all fish species, generally below the quantification limit. In fish feed, the
contaminants levels were consistently higher compared to those in fish muscle, ranging from 0.03 to
0.09 mg kg~! (wet wt) for Hg and from 0.9 up to 1.7 mg kg~! (wet wt) for As. A positive correlation
between the contaminant level in feed and in the fish muscle was observed only for As. The levels
of Pb, Cd and Hg in the farming waters samples were below the detection limits, whereas As was
quantified only in the water samples of Bejaia and Chlef farms (0.11 and 0.08 mg kg~!, respectively).
The estimated daily intake and the target hazard quotient related to the consumption of the fish species
analysed in this study indicate no non-carcinogenic adverse effects on humans. The carcinogenic risk
related to As in red tilapia (3.75 x 107*) and sea bream (2.03 x 107*) exceeded the acceptability
thresholds (10~#). This indicates that over their lifetime, an individual consuming the above mentioned
fish species, may be at a higher risk to develop cancer.

Keywords:

Reared fish

Algerian continental and marine farms
Trace elements

Health risk assessment

© 2023 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Aquaculture is a growing industrial sector contributing signifi-
cantly to the food industry becoming an important source of high
quality proteins and omega 3 fatty acids (Chandra et al., 2001).
Although the health benefits of a diet including fish are well
known, fish may also contain toxic substances, including trace
elements. Since fish have a relatively high rank in the aquatic
food chain, the risk of bioaccumulation of trace metals is rather
high, especially in large/predatory fish (Kandyliari et al., 2021).
Fish may accumulate toxic elements such as cadmium (Cd), lead
(Pb), mercury (Hg) and arsenic (As) from the aquatic food web,
seawater and from the sediments (El-Moselhy et al., 2014). These
trace elements have no known role in biological systems, but

* Corresponding author.
E-mail address: petru.jitaru@anses.fr (P. Jitaru).
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2352-4855/© 2023 Elsevier B.V. All rights reserved.

they have the potential to disrupt physiological functions such
as endocrine signalling and enzyme activity, which can lead to
adverse health effects in humans (Arisekar et al., 2020).

Mass poisoning due to the ingestion of food contaminated
with toxic trace metals have occurred in several countries, such
as the Itailtai syndrome endemic to the Jinzu River region (China),
caused by Cd poisoning and manifested by osteomalacia and os-
teoporosis associated with kidney dysfunction (Jarno, 2011) and
the intoxication with methylmercury derivatives of the villagers
of Minamata Bay, Japan (Colas et al., 2011).

Assessment of trace elements in the edible parts of farmed fish
has been a major environmental focus in different countries such
as Algeria (Lounas et al., 2021), Malaysia (Taweel et al.,, 2011),
China (Cheung et al.,, 2008) and Greece (Elisavet et al., 2019).
However, none of these studies has established a correlation be-
tween the accumulation of trace elements in fish and the farming
mode (marine or continental farms).
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Fig. 1. Location of the aquaculture farms of this study.

In Algeria, there are no studies assessing the levels of these
contaminants in continental fish farms. Similarly, several marine
fish farms have never been studied neither the environmental
contamination (feed, water) prevailing in fish farms and the levels
of these contaminants in fish. It has often been argued that the
preservation of the quality of the aquatic environment guarantees
the quality of the product (Kalantzi et al., 2016).

In this context, it is important to assess if the trace element
accumulation in fish is influenced by the farming mode (ma-
rine or continental) and by environmental contamination (feed
and water) as a possible sources of metal element pollution in
farmed fish. The metallic elements are naturally present in the
biosphere, they come from volcanic activities, mechanical and
chemical erosion of rocks and soil leaching. They follow a geo-
chemical cycle that ends in the aquatic environment (continental
or sea water) (Garret Robert, 2000). However, the large quantity
of these metallic elements is mainly of anthropic origin due to the
increase of industrial, agricultural and domestic discharges, port
activities and maritime transport (European Environment Agency,
2006). This can lead to contamination of waters in farming areas,
especially for marine fish farms studied due to their location
near ports which could be a potential source of contamination.
In continental farms, the potential source of water contamination
would be the use of fertilizers due to their location in agricultural
areas. The second possible source of contamination of farmed
fish in all studied farms with these toxic elements is the feed.
The use of raw materials such as fish tissue and fish oil in the
preparation of fish feed can contribute to their contamination.
The study conducted by Kalantzi et al. (2016) reported relatively
high levels of these elements in the feed of sea bass and sea bream
reared in Greece.

The main objective of this study is to assess the levels of Pb,
Cd, Hg and As in the muscle tissue of sea bream (Sparus aurata),
sea bass (Dicentrarchus labrax), grey tilapia (Oreochromis niloticus)
and red tilapia (resulting from the crossing of O. niloticus & O.
mossambicus) reared in four Algerian farms located in different
geographical areas that have never been studied before.

The choice of fish species as subjects of study is motivated by
the fact that in Algeria, they are the most consumed farmed fish.
Sea bream and sea bass are reared in marine environments, while
grey tilapia and red tilapia are reared in fresh water in continental
fish farms (Ministry of Fisheries and Fishery Resourcesof Algeria,
2020).

The correlation between the accumulation of Pb, Cd, Hg and As
in fish and the farming mode (marine and continental) was also
investigated. In order to determine the sources of contamination

of the farmed fish by these toxic elements, an analysis of the feed
fish and the water in the farming area was carried out for the first
time in Algeria in this work.

Fish farming in Algeria has been developing to achieve food
security in terms of fish products. Currently, the active and pro-
ductive aquaculture farms cannot export farmed fish to other
countries. This sector is not developed on the whole national
territory. This study highlights the critical points of this sector
in terms of chemical pollution (contamination of farmed fish,
fish feed and water in the farming area by As, Hg, Cd and Pb).
Additionally, the sanitary risk related to these contaminants due
to the consumption of the fish species investigated here is also
addressed.

2. Material and methods
2.1. Samples collection

A total of 180 samples including 145 fish, 15 feed and 20 water
samples from the farm areas were collected between March and
October 2021. Amongst the fish samples, 36 sea-bass and 24 sea-
bream were sampled from the marine fish farm of Chlef, 34 sea
bream samples from the marine fish farm of Bejaia, 27 samples
of grey tilapia from the continental fish farm of Ain Defla and
24 red tilapia samples from the continental fish farm of Algiers.
The rearing cycle started in October 2020, marketing from July
2021 and the end of the cycle was around December 2021. The
period of fishing and marketing is generally longer than 5 months,
depending on the market demand and the volume of the annual
production of fish in the farm. We collected several samples at
different times, even after the commercialization of the fish until
almost the end of the rearing cycle in order to have samples of
the largest fish.

Four farms we chosen for this study, from which two were ma-
rine farms (in the regions of Chlef and Bejaia) and two continental
farms (regions of Algiers and Ain Defla) (Fig. 1). Sampling was
carried out according to the recommendations of (EC) 333/2007
(Anon, 2007) regulation and 96/23/EC directive (Anon, 1996).

Each farm was considered a lot and subdivided into sub-
lots based on annual production. One-third of the samples were
collected from the farms before the fish reached market size, and
the remaining two-thirds were fish ready to market. We opted
for this sampling plan to be in the same conditions of sampling
applicable to fish. Also, to be as close as possible to the reality of
the field concerning these farmed fish. Furthermore, in order to
study the correlations between fish contamination by these ETM



B. Khellaf, L. Bouayad, A. Benouadah et al.

and fish size, we have taken samples according to the size/age of
the fish (before and after marketing). In addition, we have taken
samples from fish feed and water to look for potential sources of
fish contamination.

In the studied fish farms, the marketing of fish starts at the
age of 9 months, which corresponds to a minimum commercial
size/minimum commercial weight of ~ 18 cm/150 g for tilapia,
20 ¢cm/150 g for sea bream and ~ 25 cm/180 g for sea bass, as
recommended by the (EC) 1967/2006 (Anon, 2006) regulation and
the Algerian regulation N° 04-86 (Anon, 2004).

In order to assess the origin of eventual fish contamination, the
levels of trace elements in fish feed and in the farming water were
also measured. For this purpose, a total of 15 feed samples and
20 water samples collected from the farm sites were analysed.
For fish feed, we collected 3 feed samples for each fish species (~
100 g x 15), except for sea bream which is raised in two different
fish farms (n = 6). The samples were collected from different
feed bags just before they were fed to the fish. In addition, 5
water samples were taken at each fish farm from the surface
water (depth of no more than 20 cm) in the floating cages (marine
farms) and in the ponds (continental farms) (= 100 ml x 20). The
feed and water samples were collected at the same time as the
fish samples at different periods, almost at the beginning, middle
and at the end of rearing cycle (March-October 2021). All samples
were packed in polyethylene bags, identified and transported to
the laboratory in ice containers.

2.2. Sample preparation

The fish from the same farm and of similar age were measured,
weighed and sorted by size. All not edible parts were removed
(viscera, head, bones, skin and fins) to obtain a sample of =
100 g of flesh. The resulting samples were freeze-dried and then
ground individually using an agate mortar and pestle. Freeze-
dried fish flesh, feed and water samples were stored in a sterile,
hermetically sealed, and properly labelled 100-ml polypropylene
bottles at 4° C until the analysis period (April and July 2022) to
avoid any change in their chemical composition.

2.3. Determination of trace elements by ICP-MS

Samples were analysed using an accredited method described
by (Chevallier et al., 2015). The analyses were performed in
the Trace Metals and Minerals unit of the French Agency for
Food, Environmental and Occupational Health & Safety (ANSES)
in Maisons-Alfort, France.

Briefly, = 0.3 g of the freeze-dried fish sample or fish feed
and = 4 g of water are weighed and placed in a quartz di-
gestion vessels. Then, 3 mL of ultrapure nitric acid (HNO3, 67%
v/v, VWR chemicals Prolabo) are added to each vessel; the ves-
sels are hermetically sealed, shaken well and left overnight at
room temperature. Further, 3mL of ultrapure water (18.2 mg2
cm) are added before placing the vessels in a closed microwave
programmed for digestion in four successive steps: 1 min at
500 W, 10 min at 800 W, 10 min at 1000 W and then cooling
during 20 min. The resulting digest samples are transferred to
polypropylene tubes and filled with ultrapure water up to a
volume of 50 mL.

The determination of Pb, Cd, Hg and As levels was carried out
by inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS). For
this purpose, six standards solutions containing respectively: 0, 2,
5, 7.5, 10 and 20 pgL™! of As, Pb, Cd and Hg were used for the
external calibration.

Limits of detection and quantification (LOD/LOQ), calculated
on a wet-weight basis were 0.001/0.004 mg kg~! for both As and
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Table 1
Results of trueness obtained for the analysis of CRM ERM® CE278k (muscle
tissue) by ICP-MS.

Analyte Certified Ccr? Measured 4SD”
(mg kg™") (mg kg™") (mg kg™', n = 27)

As 6.70 5.20 - 8.20 6.20 &+ 0.20

Hg 0.071 0.055 - 0.087 0.072 + 0.004

Pb 2.18 1.69 - 2.67 2.16 & 0.08

Ccd 0.336 0.26 - 0.41 0.31 £ 0.008

4CI : confidence interval.
bSD : standard deviation.

Table 2
Results of trueness obtained for the analysis of the CRM SRM 1640a (natural
water) by ICP-MS.

Analyte Certified mass Measured mass
fraction +U* fraction +SD
(ngkg =1, k = 2) (ngkg 71, n = 3)

As 8.01 + 0.067 8.16 + 0.58

Pb 12.01 + 0.04 12.43 + 0.15

cd 3.96 + 0.072 3.70 £ 0.20

2U: expanded uncertainty.

Hg, 0.0002/0.0007 mg kg~! for Cd and 0.0006/0.002 mg kg~! for
Pb.

The method accuracy and precision were assessed on a daily
basis by the analysis of two certified reference materials (CRM),
namely ERM-CE278k (European reference material, European
Commission, muscle tissue) and NIST-1640a (National institute
of standards & technology, Natural Water) (see Tables 1 and 2).

Confidence interval (CI) was calculated using the certified
value (M) of the CRM such as:

CVr x M
100

with k = 3 (p = 99%) and CVg, the intermediate precision
coefficient of variation (CVg = 7.5 %).

CI=M:|:|:I<><

2.4. Statistical analysis

The results are reported in mg kg~ !'wet weight (wet wt) for
the fish flesh, mg kg~ 'raw weight for fish feed and mg kg~ for
the water samples.

Statistical analyses were carried out using the software IBM
SPSS Statistics 20, with a level of significance set at « = 0.05 to
calculate the means, standard deviation, minimum and maximum
values. The Shapiro-Wilk and Kolmogorov-Smirnov normality
tests were used (p < 0.005: the data do not follow a normal dis-
tribution). Therefore, the non-parametric tests (Mann-Whitney
test and the Kruskal-Wallis test with independent samples) were
used to compare the levels of Pb, Cd, Hg and As in fish mus-
cle (according to species, size, and farming mode) and in fish
feed. However, no statistical test was used to compare the water
samples due to the low levels recorded, so there is no need to
compare contamination between farms.

For the levels between the limit of detection (LOD) and the
limit of quantification (LOQ), the average of the LOD and LOQ
were used for statistical analyses, whereas %LOD was taken into
account for the levels <LOD.

2.5. Sanitary risk assessment
To assess the risk related to the consumption of the farmed

fish investigated in this study, we calculated the estimated daily
intake (EDI), the target hazard quotient (THQ) and the hazard
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index (HI) (United States Environmental Protection Agency, 2000)
as well as the carcinogenic risk (CR) (Saha et al., 2016).

The estimated daily intake (EDI in pg/kg/day) was calculated
using Eq. (1) (United States Environmental Protection Agency,
2000) taking in to account an Algerian adult weight of 60 kg and
a consumption of 9.7 g of fish per day (Mehouel et al.,, 2019):

C x DC
BW

EDI =

(1)

where:

C, mean concentration of the trace element in the fish flesh
(g g™ ')

DC, daily (fish) consumption (9.7 g day~!);

BW, mean body weight of the Algerian population (60 kg).

The Target Hazard Quotient (THQ) was calculated using the
Eq. (2) (United States Environmental Protection Agency, 2000):

EFr x ED x FIR x C x 1073
THQ =
RED x BW x ATn

(2)

where:

THQ, risk associated with a single element;

EFr, exposure frequency (set as 365 days year™!);

ED, exposure duration (70 years) equivalent to the life ex-
pectancy at birth;

BW, average body weight (60 kg for adults);

FIR, seafood ingestion rate in Algeria (9.7 g/person/day)
(Mehouel et al., 2019);

C, contaminant level in the sample (mg kg~! wet wt);

RFD, oral reference dose of Cd, Hg, Pb and As fixed by USEPA,
as follows: 1073; 1.6 x 107%; 4 x 1073; 3 x 10~* mg/kg/day, re-
spectively (United States Environmental Protection Agency, 2000);

ATn, average exposure time for non-carcinogens (365 days/year
x 70 years).

THQ <1 indicates that the daily exposure is unlikely to cause
non-carcinogenic adverse effects in human health during a life-
time, while THQ > 1 indicates possible non-carcinogenic adverse
effects (United States Environmental Protection Agency, 2000).

The hazard index (HI) or total THQ (TTHQ) is determined to
assess the risk associated with multiple contaminants that cause
a non-carcinogenic adverse effect on an organism.

HI is the total THQ (TTHQ) and it is calculated by summing
the THQs of the measured contaminants (Eq. (3)) (United States
Environmental Protection Agency, 2000):

HI = TTHQ = THQ(As) + THQ(Hg) + THQ(Cd) + THQ(Pb)  (3)

Global exposures estimated using hazard quotients <1 are un-
likely to result in any non-carcinogenic adverse health effects
over a lifetime of exposure and are normally considered accept-
able (United States Environmental Protection Agency, 2000).

The carcinogenic risk (CR) is estimated as the lifetime proba-
bility that an individual will develop cancer following exposure
to a potential carcinogen. CR is calculated as described by Saha
et al. (2016) Eq. (4).

CR = CSFXEDI (4)

where CSF are the cancer slope factors (As: 15 x 107%, Cd:
63 x 107 and Pb: 85 x 1077 (ug/kg/day)~') (Raknuzzaman
et al,, 2016).

The total cancer risk (TCR) was calculated by summing the in-
dividual cancer risks of multiple carcinogens (Bamuwamye et al.,
2015) Eq. (5).

TCR = CR(As) + CR(Cd) + CR(Pb) (5)

where the acceptable levels of CR or TCR range are from 10~ to
10~%; CR or TCR values >10~* are unacceptable and those <10~°
indicate a negligible risk of cancer an individual’s lifetime (Varol
et al,, 2017).
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Fig. 2. Mean levels + standard deviation (mg kg~' wet wt) of As and Hg in
fish muscle according to farming mode (p < 0.05).
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Fig. 3. Mean levels + standard deviation (mg kg~' wet wt) of As and Hg in
fish muscle according to fish size (p < 0.05).

3. Results and discussion

The mean levels of Pb, Cd, Hg and As measured in the fish
analysed in this study are reported in Table 3. A comparison of our
results obtained with those reported by other studies is provided
in Table 4.

Figs. 2 and 3 show the mean levels of As and Hg in fish muscles
according to the farming mode and fish size, respectively. Cd and
Pb levels were very low in all fish species sampled (data not
shown). Fig. 4 shows the mean concentrations of studied trace
elements in fish feed.

3.1. Arsenic

Arsenic is the most abundant contaminant found in the dif-
ferent samples (fish, feed and water) analysed in this study. The
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Table 3
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Trace elements concentrations (mean =standard deviation, mg kg~' wet wt) in fish muscle according to species and farm location.

Farming mode Marine Continental
Fish species Sea bass Sea bream Sea bream +sea  Red tilapia Grey tilapia
bass
Farm location Chlef Bejaia Chlef Chlef+Bejaia Chlef Algiers Ain Defla
Number of samples 36 34 24 58 60 24 27
Mean size (cm)Min-max 29 24 25 24 27 24 23
(20-32) (16-27) (15-30) (15-30) (15-32) (15-32) (14-31)
Mean weight (g)Min-max 300 210 235 220 275 240 210
(120-410) (60-370) (80-450) (60-450) (80-450) (60-550) (60-490)
As mean 0.39+0.10° 0.8040.10° 0.88 + 0.36 0.84+0.25° 0.594-0.34° 1.56+0.57%" 0.4240.40°°
min-max 0.28-0.67 0.60-1.1 0.52-2.2 0.52-2.2 0.28-2.2 0.65-2.7 0.025-1.20
Hg mean 0.0804-0.020° 0.0504:0.010° 0.053 £ 0.023  0.051£0.019* 0.0664-0.023° 0.0734+0.028*"  0.02040.020*"
min-max 0.024-0.11 0.015-0.079 0.014-0.089 0.014-0.089 0.014-0.11 0.026- 0.11 <LOD*-0.056
cd mean <LoqQ¢ <L0Q <L0Q <L0oQ <L0Q 0.001 £ 0.001  <LOQ
min-max <LOD*-0.001 <LOD-0.002 <LOD-0.002 <LOD-0.002 <LOD-0.002 <L0Q-0.002 <LOD-<LOQ
Pb mean <LoQ' 0.004 + 0.005  <LOQ 0.003 + 0.004  <LOQ 0.003 + 0.002  <LOQ
min-max <LOD#-0.005 <L0Q-0.029 <LOD-0.004 <LOD-0.029 <LOD-0.005 <L0Q-0.011 <L0Q-0.004
4significant differences between species (p < 0.05).
bsignificant differences between sites (p < 0.05).
°LOD (Hg) = 0.001 mg kg~ .
4L0Q (Cd) = 0.0007 mg kg~ .
°LOD (Cd) = 0.0002 mg kg~'.
fLOQ (Pb) = 0.002 mg kg~ !.
8LOD (Pb) = 0.0006 mg kg~'.
highest As levels were measured in fish reared in continental 25
. : > mAs mHg =Cd =Pb
farms compared to marine farms (see Table 3 and Fig. 2). Its
highest levels (1.56 & 0.57 mg kg~ wet wt) was measured in
the red tilapia reared in the continental farm of Algiers, followed 2
by sea bream reared in the marine farms of Chlef and Bejaia
(0.88 £ 0.36 mg kg~ and 0.80 & 0.10 mg kg~ !, respectively) and s
grey tilapia reared in continental water in Ain Defla (0.42 £ 0.40 -~
mg kg~'). Sea bass reared at sea in Chlef showed the lowest
concentration (0.39 & 0.10 mg kg~ ') (p < 0.05). 1
A negative correlation (p < 0.05) between As content and I
the fish size was observed in this study. Actually, the highest
As levels were measured in fish of pre-market size and not in 0.5 z
fish ready to market (Fig. 3). Previous studies have reported also _ _ =
negative correlation between trace element concentrations in fish 0 _ B B N B -
tissues and ﬁsh size (Henry et al., 2004). These.results. corroborate Sea bream feed (06 Sea bass feed (03 Gray tilapia feed Red tilapia feed (03
previous studies (Table 4) that reported relatively high As levels samples) samples) (03 samples) samples)

in fish (Zhang et al., 2016). Our results for tilapia are consistent
with the results reported by the study of Cheung et al. (2008)
in five tilapia farms in China (0.42-2.24 mg kg~') and the study
of Avigliano et al. (2016) on two wild fish species in Argentina
where they recorded values ranging from 0.35 to 1.30 mg kg~
However, in Greece, Kalantzi et al. (2016) had reported higher
values in farmed sea bass (0.42-1.06 mg kg~!) and farmed sea
bream (0.98-2.99 mg kg~ 1).

It is worth to underline that inorganic As is generally absorbed
via the water column and food while to organic As species (e.g. ar-
senobetaine) are absorbed only via the food, the latter species
accumulating at high concentrations in muscle tissue (Hong et al.,
2014). Therefore, the lower levels of As measured in marine and
continental farm water, in contrast to the high concentrations in
fish feed, suggests that the contamination is foodborne.

The levels of As in the farms water samples were <LOD, except
for the marine farms of Bejaia and Chlef (0.11 £ 0.03 mg kg~ and
0.08 & 0.05 mg kg™, respectively) whereas in fish feed (Fig. 4),
As levels are high, ranging from 0.90 & 0.30 to 1.7 & 0.5 mg kg~ .

It is worth to note that a positive correlation was observed
between the As levels in the fish feed and its concentration in the
muscle tissue in all fish species. The level of a trace element such

Fig. 4. Mean levels + standard deviation (mg kg~' raw weight) of Pb, Cd, Hg
and As in fish feed.

as As in fish depends on several parameters such as ecological
factors (season, pH and temperature of the water, etc.), the indi-
viduals’ life cycle (Rajeshkumar et al., 2018; Batvari et al., 2016)
and also the size of the fish. Therefore, the negative correlation
between As content and fish size is most probably related to the
high metabolic activity of younger fish, which is known to be an
important factor in the accumulation of trace elements in fish
(Henry et al., 2004).

3.2. Mercury

Mercury is the second abundant element found in the fish
samples analysed in this study, after As. The highest Hg levels
were measured in seabass reared in the Chlef farm (0.08 & 0.02
mg kg~ !) and in red tilapia from Algiers farm (0.073 £ 0.028 mg
kg~1), followed by sea bream reared in the Chlef and Bejaia farms
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Table 4
Levels of As, Hg, Cd and Pb in muscle tissue (mg kg~' wet wt) of farming fish and comparison with other studies and regions.
Species Region As Hg Cd Pb Reference
Algeria Algiers 1.56 0.07 0.001 0.003 This study
Ain Defla 0.42 0.02 <LOQ <LOQ
Zambia Farm1 0.04 0.007 0.001 0.008 Simukoko et al. (2022)
o Farm 2 0.03 0.002 0.001 0.007
Farmed tilapia Egypte /] 0.94 0.08 0.29 Hamada et al. (2018)
Malaysia Il Il 0.002 0.023 Taweel et al. (2011)
Taiwan 1.27 /] 0.01 0.14 Ling et al. (2013)
Sanjiao 224 0.02 0.71 2.15
China Guangzhou 0.78 0.01 0.25 2.42 Cheung et al. (2008)
Shipai 0.42 0.03 1.57 473
Changan 1.29 0.01 0.43 7.74
Maipo 1.84 0.02 0.08 0.55
Algeria Bejaia 0.80 0.05 <LoQ 0,004 This study
Chlef 0.89 0.053 <LOQ <LOQ
Farmed seabream Algiers, Tizi 3,52 Il 0.004 0.003 Lounas et al. (2021)
Ouzou, Ain
temouchent
Aegean and /] 0.03 0.002 0.06 Elisavet et al. (2019)
Greece Crete Sea
AegeansSea 1 299 0.10 <LOD <LOD Kalantzi et al. (2016)
AegeanSea 2 0.98 0.02
IonianSea 2 1.84 0.04
Algeria ; Chlef farm 0. 39 0.08 <L0Q <L0OQ This study
Aegean and /] 0.05 0.001 0.06 Elisavet et al. (2019)
Farmed seabass Crete Sea
Greece
AegeanSea 1 1.06 0.07
AegeanSea 2 042 0.06 <LOD <LOD Kalantzi et al. (2016)
IonianSea 1 1.05 0.06
lonianSea 2 0.94 0.06
Farmed seabream and seabass Algeria : Chlef and Bejaia farms 0.67 0.06 <LOQ 0.002 This study
Tunisia : 4 farms in the Northeast /] 0.06 0.04 0.05 Chouba et al. (2016)
Croatia : AdriaticSea 2.57 0.17 0.02 0.14 Rozic et al. (2014).

Note: <LOQ : results between the limit of detection (LOD) and the limit of quantification (LOQ): Cd (0.0002, 0.0007), Pb (0.0006,0.002)., <LOD : results below the

LOD.

(0.05 + 0.02 mg kg~! and 0.05 & 0.01 mg kg, respectively). The
lowest levels were measured in grey tilapia reared in Ain Defla
(0.02 £ 0.02 mg kg~ !). In the Chlef farm, the sea bream was less
contaminated than the seabass (see Table 3) (p < 0.05).

These results are compatible with the levels reported in the
literature, which range from 0.002 4 0.001 mg kg~ t0 0.94 + 0.1
mg kg~! in farmed tilapia, 0.02 to 0.17 mg kg~! in farmed sea
bream and sea bass (Table 4). Elisavet et al. (2019) in Greece
recorded values of 0.05 mg kg~! in farmed sea bass and 0.03 mg
kg1 in farmed sea bream, these results are slightly lower than
ours for the same species. However, for farmed Tilapia, the results
reported by Hamada et al. (2018) in Egypt (0.94 mg kg~') were
higher than our results.

It is also worth to note that the highest Hg levels were mea-
sured in fish from marine farms compared to continental farms
(Fig. 2) and also in fish ready to market compared to fish of
pre-market size (Fig. 3).

The correlation between Hg content and the fish size was
positive, in contrast to the case of As. However, Hg was weakly
detected in fish feed (Fig. 4) and not detected at all in farm
waters. These variations in Hg levels suggest that the bioaccu-
mulation depends on the fish species, its physiological capacity
of assimilation and excretion, its anatomy (size) and the duration
of exposure to the pollutants (Casadevall et al., 2017).

3.3. Cadmium and lead

Cadmium and Pb levels were very low in both fish samples and
in the farm waters (Table 3). There were no significant differences
between marine and continental fish farms neither between pre-
market size fish and those ready-to-market fish (data not shown)
(p > 0.05).

The levels of Pb and Cd are also lower than those reported
in most studies focusing on farmed fish (Table 4). Most levels of
Pb and Cd were <LOQ, except for red tilapia from Algiers’ conti-
nental farm (Cd = 0.001 & 0.001 mg kg~!, Pb = 0.003 + 0.002
mg kg™') and for sea bream from Bejaia marine farm (Pb =
0.004 + 0.005 mg kg!). The results reported by Elisavet et al.
(2019) in Greece regarding Cd and Pb contamination in farmed
sea bass (0.001 and 0.06 mg kg~!) and farmed sea bream (0.02
and 0.06 mg kg~!) respectively, were higher to the results we
recorded for the same species. For farmed tilapia, Taweel et al.
(2011) reported a Cd and Pb contamination rate of 0.002 and
0.023 mg kg~ !, respectively. These results are higher than those
observed in this study.

The low levels of Pb and Cd in the fish samples could be related
to the nature of the tissues (muscle) considered for analysis;
actually, it is known that the tropism of metallic elements is
higher for organs and viscera than for muscle (Kojadinovic et al.,
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2007). In the study by Latif et al. (2022), it was reported that
the Pb level was lower in muscle tissues than in gill, liver and
intestine. Similarly, the study of Ishak et al. (2020) showed that
the highest levels of Pb and Cd were in gills, bones and the lowest
in the muscle tissues.

Cadmium and Pb levels measured in the fish feed were rela-
tively high (Fig. 4). It is worth to note that in the selected farms,
an intensive rearing system is used, the fish feed consisting of a
mixture of ingredients designed to provide all nutrients needed
for fish growth. Our results in terms of Pb and Cd in fish feed
corroborate with the results in the study by Kalantzi et al. (2016)
reporting similar data in the feed of sea bream and sea bass reared
in the three aquaculture farms in Greece. These authors found the
same pattern of contamination of fish feed with Pb, Cd, Hg and
As as in our study.

It is likely that fish feed contamination with trace elements
such as Pb, Cd, Hg and As arises from the raw materials such as
fish tissues and fish oil used for the preparation of the fish feed.
These raw materials contain all the nutrients to cover the nutri-
tional needs of fishes but they also contain toxic trace elements
such as Pb, Cd, Hg and As (Medale et al., 2013).

3.4. Trace element levels in continental and sea farm waters

The analysis of all water samples collected from both con-
tinental and marine farms showed levels of As, Hg, Cd and Pb
<LOD, with the exception of As, whose highest levels were of
0.11 £ 0.03 mg kg~' and 0.08 + 0.05 mg kg~! in the marine
farms of Bejaia and Chlef, respectively.

These results were lower than those reported in the study of
Avigliano et al. (2015) in five areas in Argentina, the reported
levels of As, Hg, Cd and Pb were ranged (3.9 to 367, 0.07 to 0.63,
0.17 to 1.0 and 0.9 to 8.22 pg L1, respectively).

The results could be related to the location of the continental
farms, which are far from anthropogenic and natural sources
of pollution. Nevertheless, the marine farms are located in the
Mediterranean Sea, which is one of the most polluted seas in
the world, due to maritime transport and oil accidents (Euro-
pean Environment Agency, 2006). In addition, the Algerian coasts
have been considered the most polluted in the Mediterranean,
hosting industries that dump large amounts of chemical waste
into the sea (European Environment Agency, 2006). Nevertheless,
the trace elements may be concentrated in aquatic compartments
other than seawater, particularly in sediments (Tessier, 2012).

According to the EU regulation 2455/2001/EC (Anon, 2001), Pb,
Cd and Hg are identified as priority hazardous substances, and
they are subject to a target of zero discharge into seawater. Nine
other trace elements presenting health risks were also proposed
in the report 42 of the Academy of Sciences (1998), among them
As (Bourrelier and Berthelin, 1999).

3.5. Risk evaluation for consumers

The mean levels of Pb, Cd, Hg and As measured in the farm
fish samples of this study were used to calculate the estimated
daily intake (EDI), estimated weekly intake (EWI), target hazard
quotient (THQ) and hazard index (HI) values (Table 5). These
parameters provide an indication of the risk health due to the
presence of these substances in the edible part of the fish upon
ingestion.

It should be noted that the annual consumption of fish in
Algeria estimated at 3.56 kg per year and per Algerian inhabitant
in 2016 (Mehouel et al., 2019) was lower than the fish consump-
tion rate in Brazil and Argentina: 9.6 and 4.8 kg/person/year,
respectively (Avigliano et al., 2019), while the universal average
has increased from 9.0 kg in 1961 to 20.3 kg per capita in
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Table 5

Estimated dietary intake (EDI) (pg/kg/BW/day), estimated weekly intake (EWI)
(g/kg/BW/week), target hazard quotient (THQ) and hazard index (HI) for As,
Hg, Cd and Pb in studied fish species.

EDI EWI THQ HI
As 0.14 0.95 0.45

Sea bream Hg 0.008 0.060 0.050 0.50
cd 7 x 107> 5x 1074 7 x 107°
Pb 4 x 1074 0.003 107
As 0.063 0.45 0.21

Sea bass Hg 0.012 0.090 0.075 0.28
cd 7 x 107> 5x 1074 7 x 107°
Pb 2 x 1074 0.002 5x 1072
As 0.064 0.45 0.21

Grey tilapia Hg 0.003 0.020 0.019 0.23
cd 7 x 107> 5x 1074 7 x 107°
Pb 2 x 1074 0.002 5 x 1072
As 0.25 1.75 0.83

Red tilapia Hg 0.011 0.080 0.070 0.90
cd 2 x 1074 0.002 2 x 1074
Pb 4 x 1074 0.003 107

2017 (Food and Agriculture Organization of the United Nations,
2020). This very low threshold is due to several factors: the low
production which does not cover the demand, the food habits
of the population where fish is not a common food source, the
high cost of fish and the low purchasing power of the Algerian
population.

The EWI values were <PTWI established by European Food
Safety Authority (As, Cd, Pb: 2.5 png/kg/week) and Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives (inorganic As, Hg, Cd and
Pb: 15, 5, 7, 25 ng/kg/week, respectively (European Food Safety
Authority, 2011; Joint FOA/WHO Expert Committee on Food Ad-
ditives, 2011). In addition, the THQ and HI were overall <1. These
data indicate the absence of risk of non-carcinogenic adverse
effects for the Algerian population consuming the fish analysed
in our study, although relatively high As levels were found in
some samples. It is known that As is present in fish mainly in the
form of arsenobetaine (non-toxic), whereas its toxicity is mainly
manifested by inorganic species such as As(Ill) and As(V) (Taylor
et al,, 2017).

Although we took into account the total concentration in As,
the THQ and HI results were not alarming for the Algerian popula-
tion. Other studies, such as the study conducted by Kalantzi et al.
(2016) who estimated that 10% of the total As is inorganic on sea
bream and sea bass reared in four farms in Greece, their results
in term of THQ related to As were lower than those reported
in this study on the same species. The study by Avigliano et al.
(2019) who estimated that 20% of the total As is inorganic on
wild fish. The THQas estimated in Brazil and Argentina recorded
values of 1.58 and 0.57 respectively. These findings were superior
to our results, except that the THQ,s of farmed tilapia was higher
than THQus found in Argentina. In addition, our results in terms
of EWI and THQ related to As, Hg, Cd and Pb on farmed tilapia
were higher than those reported on the same specie reared in
two farms in Zambia (Simukoko et al., 2022).

The estimated carcinogenic risk (CR) and total carcinogenic
risk (TCR) related to the exposure to As, Pb and Cd due to the
consumption of various fish species are also listed in Table 6. The
CR for Hg were not calculated in this study due to the unavailabil-
ity of data in terms of cancer slope factor because this element is
not classified as a carcinogen through food consumption.

The CR values estimated for As (Table 6) exceeded the ac-
ceptability thresholds (107#-107°) in red tilapia (CR(as5) = TCR =
3.8 x 107*) and in sea bream (CR(a5) = TCR = 2.03 x 10~%). These
results may indicate a slightly higher lifetime risk of developing
cancer by the persons consuming these fish. However, it should
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Table 6
Estimation of carcinogenic risks (CR) and total carcinogenic risks (TCR) for an
Algerian adult (60 kg).

CR TCR
As 2.0 x 1074 4
Sea bream cd 044 x 105 2.0 x 10
Pb 0.34 x 1078
—4
Sea bass ’éfj 8:2451 i }8,6 095 x 10~
Pb 0.17 x 1078
—4
Grey tilapia /é(s] giz i 18’6 0.96 x 10~*
Pb 0.17 x 1078
- As 3.8 x 107 4
Red tilapia cd 013 x 105 3.8 x 10
Pb 0.34 x 1078

be noted that these results were obtained taking into account
the total As levels and not the inorganic species (arsenite (As>*)
and arsenate (As°*)), which are the most toxic As species. It is
known that the concentration of As is generally high in fish, with
a dominance of the organic form arsenobetaine at 95% of total
As (Jabeen and Javed, 2011). Nevertheless, Avigliano et al. (2019)
estimated that toxic inorganic As ranges between 1% and 20% of
total As.

The estimated CR of Cd and Pb in all fish species and those
of As in sea bass and grey tilapia (CR(as) = TCR = 0.96x 107%)
were found to be either within the acceptance threshold or lower
(Table 6).

This indicates a negligible risk of developing cancer during
an individual’s lifetime related to these toxic trace elements.
The carcinogenic risk (CR) via consumption of farmed sea bream
has already been reported in other regions of Algeria (Algiers,
Tizi Ouzou and Ain Temouchent) by Lounas et al. (2021). They
reported CR values for As (2.55 x 1074), Cd (1.22 x 107>) and
Pb (1.11 x 1078) slightly exceeding the maximum acceptable
threshold only for As; these results are close to those obtained
in our study for sea bream reared in Bejaia and Chlef (Table 6).
Our results in term of CR related to As, Hg, Cd and Pb on farmed
tilapia were higher than those reported on the same specie reared
in two farms in Zambia (Simukoko et al., 2022). Also, our results
in term of CR (a5) were superior to the results recorded in the
study conducted by Kalantzi et al. (2016).

The results of THQ, HI and CR vary from study to another
study due to the variable contamination of fish in aquaculture
productions. In our study, where total As was considered, the
CR (total As) is relatively high in case of consumption of some
species. In order to correctly estimate the risks incurred by the
consumer, the determination of CR (inorganic As) is necessary
and it will be done using speciation data.

4. Conclusion

This study aimed to evaluate the levels of contamination by
Pb, Cd, Hg and As in four species of Algerian farmed fish, as well
as the feed and farm waters. The most abundant trace element
found in the fish samples was As followed by Hg; the levels of Cd
and Pb in the fish samples were near or below the quantification
in all fish species.

In fish feed, relatively high levels of all the above-mentioned
contaminants were measured, As being the most and Hg the
least abundant element. In the waters of the farming areas, the
concentrations of As, Hg, Cd and Pb were very low, generally
below the limits of quantification.

The assessment of the health risks related to the presence
of these contaminants in the Algerian fish revealed that their
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consumption was not likely to have harmful non-carcinogenic
effects on the humans. Nevertheless, a slight risk to developing
cancer during the lifetime due to total As present in red tilapia
and sea bream was identified. However, it should be noted that
the toxicity of As is mainly manifested by inorganic species that
are found in small amounts in fish compared to its organic form.
Nevertheless, the study must be pursuit by carrying out arsenic
speciation analysis to determine its chemical forms and hence ac-
curately assess the toxicological and the carcinogenic risks related
to inorganic rather to total As.
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