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INTERET DE LA MICROSCOPIE ANALYTIQUE POUR L'ETUDE D'IMPACT DE METAUX TRACES
ET DE TERRES RARES SUR LE MILIEU VIVANT, APPLICATION A L'ETUDE D'UNE ZONE
POLLUEE: LA BAIE DE SEINE.

CHASSARD-BOUCHAUD C.*, **, NQOEL P.*, HUBERT M.*, HALLEGOT P.*%*,

Les organismes vivant dans la baie de Seine, ol se déversent les eaux d'un
bassin fluvial important, drainant de nombreux agents toxiques d'origine in-
dustrielle (en particulier phosphogypses et Ti02), agricole et urbaine, su-
bissent une contamination permanente dont 1l'impact est actuellement peu ou
mal connu. Pour déterminer les éléments biocaccumulés par les animaux, on uti-
lise généralement des méthodes d'analyse globale qui nécessitent de longs
temps d'investigation et des quantités de matériel biologique d'autant plus
importantes que l'élément recherché n'existe qu'ad 1'état de traces. En outre,
les résultats ne renseignent pas sur le métabolisme minéral propre & chaque
espece (simplement adsorption ou absorption, stockage, excrétion et détoxi-
cation) et différent selon les éléments.

Pour détecter et visualiser les éléments et en connaitre le métabolisme, seu-
les les méthodes de microanalyse ponctuelle, ne nécessitant que peu de ma-
tériel.permettent de répondre, rapidement et sans ambiguité, aux questions
posées’. Les analyses se font "in situ” sur coupe fine ou ultrafine a l'aide
de microanalyseurs associés a un microscope photonique ou électronique; on
peut ainsi déterminer l'organe, le tissu, la cellule ou l'organite cible de
bioaccumulation.

1. MODELES BIOLOGIQUES ET METHODES

1.1. Modeles biologigues

Ils sont constitués par les Invertébrés benthiques choisis pour 1l'en-
semble du programme, comme organismes indicateurs faisant 1'objet d'un suivi
écologique
Crustacés Décapodes : Crangon crangon (crevette grise), prédateur et omivore,
vivant dans le sable.
Mollusques lamellibranches : Mytilus edulis, filtreur, vivant en faciés es-
sentiellement rocheux. 4dbra alba et Cultellus pellucidus, filtreurs et vivant
dans les sédiuments.
Annélides polychétes : Owenia fusiformis, lécheur et filtreur, vivant dans
les sédiments. Ces trois derniéres espéces ont été prélevées au point "A"
trés envasé et au point "E", plus proche de 1l'estuaire, trés perturbé et ap-
pauvri du point de vue faunistique puisque on y assiste a4 la disparition to-
tale de certaines espéces (Gentil et al., 1985). En outre, des Mytilus sp.
ont été récoltées en d'autres stations des cdtes de France pour comparer leur
contamination avec celle de la baie de Seine.

* Laboratoire de Biologie et Physiologie des Organismes marins. Université
P. et M. Curie, 4, Place Jussieu, 75230 PARIS CEDEX 05.

** Centre de Microanalyse appliquée a la Biologie, Laboratoire de Biophysi-
que de la Faculté de Médecine, 6, rue du Gl. Sarrail, 94000 CRETEIL.
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Figure 1.- Intensités d'émission ionique des différents éléments, normali-
h sées au calcium et mesurées sur des organismes provenant du Banc
de Ratier (B du R) ainsi que des points A et E de la baie de Seine.

g.-d. : glande digestive, e.t. : epithelium tégumentaire, e.d. : epithelium
digestif.



1)

Les échantillons subissent soit une fixation chimique (mélange de
Carnoy ou glutaraldéhyde), soit une cryofixation (qui donne des résultats
analogues). Les coupes sont déposées sur terphane ou sur grille pour la mi-
croanalyse X, sur lame d'or pour l'analyse ionique.
La microanalyse X est effectuée sur MS 46 et sur CAMEBAX (Cameca), l'analyse
ionique est effectuée sur SMI 300 (Cameca) équipé d'un secteur électrostati-

Méthodes. (tableau

1.2.
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que. Parmi les possibilités offertes par la microscopie analytique on doit
signaler notamment la grande sensibilité, de 1'ordre de la ppm pour la micro-
analyse X et de 1l'ordre de la ppb pour la microanalyse ionique, qui permet
en outre d'obtenir des images de répartition des isotopes de tous les élé-
ments de la classification périodique.

Microanalvse Svsteme Visualisstion Obtention Eléments Sensibilité | Ples petic
d'imazes | welume
par d'analvse de la coupe analycigues Analvsables Analvsabla
Hicrosonde | Spectrométrie Microscope out Eléments de De 1'ordre de
Electronique des rayons X optique ou par balavage n® atomique 10173 pour les
{Castaing, Microscope Elec| uniquement 3N éléments de n* Diamétre :
1951}, cronique 3 acomique > 10 0,05 um
transmission 3
balayage.
Ecission Spectromécrie Oprique lonique Tous les élé- Atteint 10 *%g
Toenique (de Masse ou Bal.qyage par| out ments avec dis—| pour un grand
Secondaire sonde lonique cinction entre | nosbre d'élé- Diamétre :
(Cascaing et les isotopes ments. 0,05 um
Slodzian, 1962) stables ou ra-
dicactifs d'un |
| méme élément.

Tableau 1.- Principales caractéristiques des méthodes de microanalyse.

2. RESULTATS. (%)

2.1. Baie de Seine.

Les éléments sulvants ont été détectés : Li, F, Al, Ti, Cr, Mn, Fe, Cu,
Sr, Ag, Cd, Cs, Ba, les trois lanthanides : La, Ce, et Tm ainsi que Tl, Fb
et U. Pour chaque espece, nous avons pu déterminer les sites électifs d'ac-
cumulation, différents selon 1'élément considéré. Par exemple, les lantha-
nides et actinides se concentrent essentiellement dans la glande digestive
et dans les tissus squelettiques; ainsi, les Crustacés se détoxiquent en re-
jetant leur exosquelette 3 chaque mue.

Dans la multiplicité des résultats obtenus, nous avons choisi d'exposer, au
cours de ce Colloque "Baie de Seine'", les résultats convergents obtenus sur
les éléments qui ont retenu notre attention et celle des participants des
thémes "Chimie des Eaux et des Sédiments" et "Dynamique des suspensions et
des dépdts".

La figure 1 résume les résultats relatifs a Fe, Cu, Ag, La et U qui sont les
sulvants :

* Recherches effectuées avec le support financier du CNRS et de 1'INSERM (SC
27) et avec la collaboration scientifique et technique de D. Calmet, F.
Escaig et P. Boumati.
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Figure 2.- Répartition géographique de la contamination de Mytilus sp. par
l'argent (Ag), le plomb (Pb), le lanthane (La) et l'uranium (U). Résultats
obtenus sur la glande digestive par émission ionique secondaire. Les inten-
sités d'émission de chaque élément sont normalisées au calcium.

On remarque que les sites les plus contaminés (grosses fléches) par chaque
métal sont les suivants :

Ag et U : Baie de Seine; La: zone comprise entre la c3te Nord du Cotentin et
le Pas de Calais; Pb: Le Pas de Calais.

b: Boulogne, b s: Baie de Seine, c: Cherbourg, ca: Cannes, co: Concarneau,
d: Dieppe, f: Fos, g: Granville, h: Le Havre, 1 h: La Hague, 1 r: La Rochelle,
m: Marseille, n: Nice, o: Quistreham, r: Roscoff, s: Séte.
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Fer : les plus hautes valeurs sont détectées chez Mytilus edulis. Chez les
autres especes, les teneurs sont toujours plus élevées au point "E" qu'au
point "A",

Cuivre : résultats analogues a ceux obtenus pour le fer,

Argent : il montre des valeurs équivalentes aux deux points sauf pour Owenia

fusiformis dont les teneurs relatives sont plus élevées au point "E",
Lanthane : résultats analogues 3 ceux obtenus pour l'argent,

Uranium : il est détecté chez Crangon erangon, Mytilus edulis et Cultellus
pellueidus uniquement,

Des images ioniques (fig. 3) visualisent la localisation de certains des élé-
ments précités, en microscopie photonique; en microscopie électronique on dé-
montre, grdce a la microsonde X, que lysosomes et sphérocristaux sont les
principaux organites cibles de concentration des métaux qui, associés au phos-
phore, se présentent sous forme de phosphates. (Fig. 3).

2.2, Eaux codtiéres de la Manche, de 1'Atlantique et de la Méditerranée (fig.2).

Les résultats concernent Mytilus sp. (glande digestive).
Argent : les plus hautes valeurs se situent en Baie de Seine, mais les moules
de toutes les eaux cOtiéres francaises sont contaminées par ce métal.
Plomb : les plus hautes valeurs se situent dans la région du Pas-de-Calais et
décroissent en Baie de Seine; elles sont en dessous du seuil de détection au
large du Cotentin et du Finistére Nord mais notables sur 1'Atlantique et la
Méditerranée.
Lanthane : les valeurs sont dix fois plus élevées dans la zone comprise entre
le Nord du Cotentin et le Pas-de-Calais, que dans les autres eaux cotieres.
Uranium : les valeurs les plus hautes sont détectées en Baie de Seine; le mé-
tal est aussi présent dans les moules en Méditerranée, mais n'a pas été mis
en évidence dans les échantillons de 1'Atlantique.

3. DISCUSSION ET CONCLUSION

D'une facon générale, les bioaccumulations métalliques sont plus importantes
au point "E", proche de 1'estuaire, zone plus perturbée qu'au point "A". Ces
faits pourraient expliquer en partie, d'une part 1'appauvrissement faunisti-
que constaté (Gentil et al., 1985) et d'autre part l'observation d'indices
biochimiques annoncant 1'approche de conditions léthales (Batrel et al., 1985).

En ce qui concerne le lanthane, nous avions mis en évidence sa biocaccumla-
tion dans les moules (Chassard-Bouchaud et Hallégot, 1984) avec des teneurs
en Baie de Seine plus élevées qu'a 1'embouchure du Rhdne : faits en accord

avec les valeurs citées par Guéguéniat (1984). En outre, selon ce méme au-

teur (Guéguéniat et al., 1985a), si l'on compare la Seine i 1'échelle mon-

diale, a d'autres grands fleuves, seule la Seine paraltrait totalement per-—
turbée (rapports La/Sc). L'intérét de 1'étude des terres rares,et notamment
du lanthane,réside dans le fait que les lanthanides sont les homologues des
transuraniens : 1'étude du lanthane permettrait de prévoir le comportement

a long terme de 1l'americium, plutonium, etc...

L'argent, trés toxique pour les animaux marins, présent dans les suspeunsions,
serait un des éléments les plus caractéristiques et les plus préoccupants de
la pollution en Baie de Seine, au méme titre que le cadmiuvm (Guéguéniat et
al., 1985a). Rappelons que l'argent contamine aussi les autres eaux cdtiéres
francaises (Chassard-Bouchaud, Galle et Escaig, 1985).

Le fer, présent dans les sédiments, les suspensions et les eaux, provien-
drait d'apports estuariens se superposant i un apport amont; la question qui
se pose est celle de 1'éventuelle responsabilité des rejets industriels,
dans 1'apport de ce métal,qui retient actuellement l'attention des géochi-
mistes (Guéguéniat gt gl., 1985b) et dans 1'apport de nombreux autres métaux
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en période de crue (Avoine, 1985). L'uranium détecté dans le plancton de la
baie de Seine (Guéguéniat, 1984), contamine aussi les moules (Chassard-Bou-
chaud et aql., 1983) et les crabes : le transfert du métal dans les maillons
des chaines alimentaires a été observé (Chassard-Bouchaud, 1983).

Nombreux sont encore les problémes & aborder : citons par exemple celui de
1'or dont les valeurs en Baie de Seine (275 ppb en crue) dépassent celles
avancées pour les grands fleuves mondiaux (Guéguéniat, 1984). En outre, gra-
ce aux meilleures performances techniques d'appareils de nouvelle génération,
tels que l'analyseur ionique IMS 3F (Cameca), il sera possible d'apporter en-
core de meilleures réponses aux questions posées.Enfin, la numérisation et le
traitement informatique des images en micoscopie ionique (Cavellier et al.,
1985), devrait permettre, sur des surfaces de 1'ordre du pm, d'aborder la
microanalyse quantitative locale a 1'échelle cellulaire.
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