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Annexe - Exemplaire Volant

Abréviations Légende

A Ac.
AL

Aur,

Actine
Aliment
Acide urique

B i B.Br. Bordure en brosse

C C.
C.C.

C.C.Ca.
C.C.G.D.

C.Ca
C.Ca.Cj.

C.CJ.
C.D.

C.D.Exc.
C.D.Gd
C.Ed+

cj.
c.Ed.-
C.M.
C.N.
C.P.
C.Pi.
C.Pn.

C.r.-C.R.
C.REL.

C.REL.C.
C.S.M.
C.Ur.
C.V.
CJ.P.

cj. PJ.
cj.P.R.

Co.
Co.V.A.
CURE.

Concrétion
Cell coat
Concrétion de la cellule à calcium
Cellule du canal de la glande digestive
Cellule à calcium de la glande digestive (cellule basophile)

Cellules à calcium du conjonctif
Capsule conjonctive
Cellule digestive
Cellule digestive en phase excrétrice
Cellule digestive de la glande digestive
Couche électrondense
Conjonctif
Couche peu électrondense
Crète mitochondriale
Concrétion du néphrocyte
Cellules à pores (< pore cells >)
Cellule pigmentée
Citerne périnucléaire
corp s résiduel (système lysosomial, lipofuscine, figures myéliniques)

Citerne du REL
Citerne du REL avec condensat
Crète sacculaire mitochondriale
Canal urinaire primaire

I Coalescence de vésicules

lConjonctif pédieux

I Conj onctif péri-intestinal

I Conjonctif péri-rénal

lFibres de collagène

lColloides de la vacuole apicale
lCuoule du réticulum endoplasmique lisse

Dr D.
I D.C.
i o.pu
t De.

Desmosome
Déchets cellulaires
Déchets puriques
Desmosome cloisonné : ionction septée

E I E.D.
I E.D.X.
i Eh.
i n.n.r.s.
i E.r.
i E.In.
t End
i r.v.

Epithélium dorsal
Analyse X
Entérohépatocyte
Analyse par perte d'énergie
Espace intercellulaire
Epithélium intestinal
Endocytose
Epithélium ventral

F i  F .
:, FI.REL.
i FI.VAA.
i r.a.
i ,E'N.-N.^E'

Fente de filtration
Floculum lié au REL
Floculum vacuolaire
Figure myélinique (système lysosomial)
Fibre nerveuse



Abréviations Légende

G G.
G.cv.
G.D.
GL

Gr.M.
Gr.M.AI.
Gr.M.Eh.
Gr.M.Cj.
Gr.M.H.

G.,S.

Appareil de Golgi (dictyosome)
Granule cytoplasmique
Glande digestive
Glycogène
Grain métallique
Granule métallique dans l' alimentation
Granule métallique d'entérohépatocyte
Granule métallique de cellule du conjonctif
Granule métallique dans I'hémocyte
Grain de sécrétion

H H.
Hc.
He.
Het.

Hémocyte
Hémocyanine
Hémolymphe
Hétérochromatine

I I.D.
LL.

I.Mb.PI.L.
Inv.

Interdigitation
Inclusion lipidique
Invagination de la membrane plasmique latérale
Invagination de la membrane plasmique

J .r.,s. Jonction serrée: < tightjunction >

L L.
L.B.

L.C.U1.
L.C.G.D.

L.E.I.
L.G.D.

L.L
L.R

L.Vu
La.R.
Lr,
Ly.
Lv1.
Lv2.

Lumière
Lame basale
Lumière du canal urinaire primaire
Lumière du canal de la glande digestive
Lésion de l'épithélium intestinal
Lumière de la glande digestive
Lumière intestinale
Lumière rénale
Liquide vacuolaire
Lamelle rénale
Lipofuscine
Lysosome
Lysosome primaire
Lysosome secondaire (phaeolysosome)



Annexe - Exemplaire Volant

Abréviations Légende

M M.
Mc.
M.D.
M.F.
M.M.
M.P.
Mb.L.

Mb.M.ExL
Mb.M.Int.

Mb.N.
Mb.P.

Mb.P.A.
Mb.P.B.
Mb.P.L.

Mb.Ph.Ly.
Mb.V.C.
Mb.Va
M.E.T.
M.P.
Mt.
Mu
Mv.

Mitochondries
Mucocyte
Mitochondrie en division
Mitochondrie filamenteuse et branchée
Matrice mitochondriale
Matrice du péroxysome (catalases)
Membrane du lysosome
Membrane mitochondriale externe
Membrane mitochondriale interne
Membrane nucléaire
Membrane du péroxysome
Membrane plasmique apicale
Membrane plasmique basale
Membrane plasmique latérale
Membrane du phagolysosome
Membrane de la vacuole à concrétion
Membrane de la vacuole apicale
Microscopie électronique à transmission
Matrice du péroxysome
Microtubule
Fibre musculaire
Microvillosités

N N.
N.C
N.Na
N.4l

Ne.
Ne.F.
Ne.I.
Ne.I
Neu
Nu

NULP.
Nup.

Noyau
Noyau de la concrétion
Noyau du néphrocyte
Noyau pycnotique
Néphrocyte
Néphrocyte au stade final
Néphrocyte intermédiaire
Néphrocyte jeune
Neurocyte
Nucléole
Nucléoide du péroxysome (uricase cristallisée formant un rhomboide

Nucléoplasme
P.

P.C.
P.Ca

P.CaM.
P.Ex
P.F.
Phlv.

Péroxysome
< Pore cell >
Grain de phosphate de calcium
Grain de phosphate de calcium (mitochondrial)
Produits d'excrétion
Péroxysome en formation
Phasolvsosomes



I
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Abréviations Légende

R n
R.L.
REG.
REL.

REL.Cu.
REL. L.Pn.
REL.On.
REL.T.D.
REL.T.L.

REL.T.Pn.

Rein
Ribosomes libres
Réticulum endoplasmique rugueux
Réticulum endoplasmique lisse
Cupule du REL, péri-péroxysome
REL lamellaire périnucléaire
REL ondulé
REL tubulaire dense
REL tubulaire lâche
REL tubulaire périnucléaire

S ,s.,R.
^s.s.

^s.^s.I.R.
si

Sac rénal
Sinus sanguin
Sinus sanguin de la lamelle rénale
Silice amorphe

U u1.
U.F.
U.P.

Uretère primaire
Ultra-filtrat
Urine primaire

V V.C.
V.E.

VI.Va.
V.L.
Va

VuA.-VA.A.
Va.D.

Va.D.M.
VaM.

Vacuole à concrétion
Vésicule d' endocytose : vésicule à manteau (micropinocytose)
Vésicule intra-vacuolaire
Vésicule lipidique
Vacuole
Vacuole apicale
Vacuole digestive
Vacuole digestive avec présence de plomb
Vacuole contenant des métaux

Z Zonula adhaerens
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Après l'obtention d'un DEA en Sciences Agronomiques des Universités de Nancy-Metz
dont le mémoire avait pour objectif l'étude de la valeur nutritive chez le ruminant d'aliments
issus d'un traitement biomécanique, j'avais envisagé poursuivre en thèse sur la même
problématique. Les ravages de I'ESB, l'augmentation du nombre de N.M.C.J. en Angleterre
et le désengagement des industriels ont mis fin à toutes les recherches visant au
développement de technologies de valorisation de certaines biomasses qui se sont révélées,
très justement, à haut risque.

Il s'est avéré que cette période correspondait à une demande des héliciculteurs (GNPE)
quant à une démarche de reconnaissance de la qualité de leur production. Dès lors, avec I'aide
de monsieur le professeur Gomot, j'ai pu orienter ma recherche vers un double objectif de
recherche fondamentale et appliquée puisque, d'une part, du fait de caractéristiques
biologiques spécifrques, l'escargot présente des capacités en partie connues de
bioaccumulation des métaux et que d'autre part, ces capacités peuvent nuire à la qualité de la
production si I'aliment distribué présente en lui-même des concentrations trop élevées en
métaux.

La démarche suivie a donc consisté à concilier recherche fondamentale et appliquée sur
une même problématique à savoir la caractérisation de Mollusques gastéropodes terrestres en
tant que bioindicateurs de la contamination polymétallique (Cr, Mn, Fe, Zî, Cu, Cd et Pb, et
dans certaines conditions Al).

Les activités de recherche fondamentale et de recherche appliquée se sont déroulées
simultanément avec la participation à des congrès relevant de l'écotoxicologie aussi bien qu'à
des séminaires et joumées de travail des producteurs d'escargots dont le groupement national
entretient des relations avec plusieurs équipes de recherche (Universités de Besançon, de
Rennes, de St Etienne, Centre INRA du Magneraud) et des centres professionnels.

Le présent mémoire suit plus ou moins cette démarche en traitant dans une première partie
de la problématique et des données bibliographiques pouvant venir la conforter, nourrir une
discussion ou ouvrir de nouvelles perspectives.

Il s'est avéré, au vu des premiers résultats, qu'une recherche spécifique des données
existantes sur le rein des gastéropodes et sa physiologie devait être entreprise, c'est pourquoi
un chapitre exhaustif est réservé à ce sujet. Les autres chapitres de cette première partie
concement la problématique de la bioindication des métaux.

La deuxième partie traite classiquement des matériels et méthodes sans faire état, du fait de
la diversité des sites et des conditions expérimentales, du détail de toutes les expériences
développées dans la troisième partie. Les renseignements sont foumis chapitre par chapitre
dans la troisième partie.

La troisième partie présente les résultats obtenus avec une discussion chapitre par chapitre.
Le premier chapitre est un screening des capacités bioaccumulatrices de Helix aspersa
aspersa à panir des données obtenues avec les lots sauvages ou d'élevage en provenance des
héliciculteurs de tout le territoire français et de certains laboratoires de recherche. Une grille
de contamination a été proposée avec 4 classes pour chacun des 8 métaux. La mise en
évidence d'une contamination possible par I'aliment a orienté la recherche vers un essai
d'aliments contrôlés avec et sans ajouts de compléments dont le cuiwe. Les capacités
bioaccumulatrices différentes entre les espèces ont été étudiées pour le zinc et le cuiwe chez
Helix aspersa aspersa et Helix aspersa mmima. L'obtention d'animaux d'élevage exempts de
toute contamination métallique (du moins au-dessus d'un seuil défini comme compatible avec
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les apports et la diversité du fond pédogéologique) a permis de mettre au point et d'effectuer
des travaux de biosurveillance active avec transfert d'animaux d'élevage dans des
microcosmes adaptés. Les résultats de biosurveillance active ont été comparés à ceux
provenant de la biosurveillance passive (récolte d'animaux autochtones de diverses espèces).

La multiplication des sites étudiés a eu pour objectif de pouvoir balayer une gamme très
étendue en concentrations métalliques dans l'environnement (proximité autoroutière, trafic
urbain, centre d'enfouissement technique de déchets industriels avant et après remédiation,
ancienne mine d'extraction de cuivre, aciérie électrique et son parc à cendres). La grille
proposée après le premier screening a été testée et afut I'objet de nouvelles propositions dans
la gamme des concentrations métalliques les plus élevées et, heureusement, non rencontrées
dans le cadre des productions d'escargots ou des milieux naturels peu anthropisés.

Bien que traitant de résultats, une quatrième partie a été individualisée car elle concerne les
études histologiques et microanalytiques réalisées dans l'objectif de localiser les métaux dans
I'organisme et d'établir les voies de pénétration, de transport et d'élimination des différents
métaux. Le néphrocyte ayant Évélé être le support d'un métabolisme spécifique de la silice,
une recherche élargie sur les connaissances se rapportant à cet élément a été effectuée et est
présentée dans cette partie. De plus, le néphrocyte est le lieu d'une compartimentation des
métaux favorables à une étude par microanalyse.

La conclusion reprend les faits acquis en troisième et quatrième parties et ouvre
perspectives de nouvelles recherches fondamentales et appliquées en cours dans
laboratoires de Besançon, de Metz et de Lyon.

les
les
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L'objectif de cette première partie est l'analyse des données bibliographiques éclairant la
problématique d'une possible caractérisation de mollusques gastéropodes en tant que
bioindicateurs de la contamination polymétallique. Trois chapitres traitent successivement :

- Chapitre I : des méthodes d'évaluation de la contamination polymétallique en
environnement terrestre et de I'intérêt des gastéropodes par comparaison avec les
autres organismes ;

- Chapitre II : d'un rappel des aspects généraux concernant la classification des
métaux, leur incorporation et leur devenir dans la cellule ;

- Chapitre III : des données anatomiques, histologiques et physiologiques comparées
des gastéropodes et de leur spécificité parmi les mollusques et par rapport à
d'autres organismes bioindicateurs. Compte tenu des apports nouveaux concernant
le rein, cet organe a fait l'objet d'une étude histologique détaillée.
En fin de chapitre, un schéma général visualise la coordination entre les differents
types cellulaires intervenant dans le métabolisme des métaux, schéma établi pour
un mollusque gastéropode marin, la Littorine, en présence d'une contamination par
le cadmium.
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Chapitre I : Méthodes d'évaluation de la contamination en
environnement terrestre

I.1. Introduction

Les éléments métalliques dans l'environnement se trouvent pour la plupart à l'état de
traces. L'évaluation de la contamination de l'environnement terrestre par ces éléments est
souvent diffrcile à réaliser en raison de la complexité et de I'hétérogénéité de la composition
des sols. Pour évaluer cette contamination, plusieurs méthodes existent. Les méthodes
analytiques chimiques donnent des indications fractionnées qui concernent à la fois les
organismes vivants (flore, faune, micro-organismes, ...) et les composantes physico-
chimiques (sol, air, eau). Ces méthodes ne mesurent cependant pas I'impact réel de la
contamination métallique sur I'ensemble de l'écosystème. Par ailleurs, l'étude des éventuelles
modifications de la biocénose peut donner des informations sur les conséquences des
contaminations ; ce type d'étude est extrêmement difficile à mettre en place car il demande de
nombreuses ressources humaines et des observations à plus ou moins long terme avec la
réalisation d'inventaires exhaustifs concernant la faune et la flore. Enfin, il est possible
d'étudier les effets nocifs de contaminants par des expérimentations en laboratoire et
parallèlement in situ en utilisant des organismes bioindicateurs. Ces méthodes permettent
d'obtenir des indications sur I'impact, à court terme, des contaminants dans I'environnement.
Cependant, il s'agit d'une méthode qui ne reflète pas toute la complexité d'un biotope et de sa
biocénose.

I.2. Les tests biologiques appliqués à l'étude de la contamination de
loenvironnement terrestre. Intérêt des gastéropodes

En ce qui conceme l'étude des milieux terrestres, il existe des tests avec des plantes
vascularisées et seulement trois tests officiels de laboratoire qui utilisent des invertébrés
(Keddy et al.,1994). Deux tests : ISO/DIS 11268-l et ISO/DIS 11268-2 qui utilisent le ver de
tene Eiseniafoetida et le test ISO/TC 19OSCaWG qui utilise le collembole Folsomia candida.
A côté de ces tests classiques, il y a eu, ces demières années, un accroissement de l'utilisation
des techniques en microcosmes et mésocosmes car celles-ci permettent d'obtenir des données
dans des conditions simulant les conditions du terrain. Pour prédire I'impact environnemental
des produits chimiques sur l'écosystème sol, un microcosme de laboratoire doit offrir des
caractéristiques comparables à celles du sol et fournir des données facilement interprétables.
Jusqu'à présent, ce type d'étude pose des problèmes de répétabilité et les informations sont
toujours difficiles à extrapoler au milieu terrestre (Edwards et al., 1996). De plus les animaux
utilisés sont principalement des décomposeurs comme les nématodes, les vers de terre ou
encore certains arthropodes. Dallinger et al. (1989) ont proposé le crustacé isopode terrestre
Porcellio scaber comme bioindicateur de la pollution des sols, par le cadmium et le plomb, de
I'agglomération d'Innsbruck (Autriche). Le centre ville présente la pollution la plus élevée
ainsi que la proximité des voies principales de circulation automobile. Les vents dominants
venant du sud expliquent le niveau de pollution supérieur des quartiers nord. Il y a
décroissance progressive des concentrations en cadmium et zinc du centre vers la périphérie.



Figure 1 (d'après Dallinger et aL,1989): Utilisation des isotopes en bioindication.
- Diagramme supérieur : représentation tridimensionnelle des concentrations en plomb

d'isopodes prélevés dans I'agglomération d'Innsbruck (Autriche) ;
- Diagramme intermédiaire : points de prélèvement dans I'aire étudiée ;
- Diagramme inférieur : cartographie simplifiée de I'agglomération

o Différents quartiers nol à 9 depuis le centre ville (1) à la zone industrielle (9) ;
. A, K et S : routes principales de la ville dont 412 ET A13 autoroutes I
. Autres figurés : Rivières Inn et Sill.

Il est donc nécessaire d'obtenir des informations sur I'action des polluants vis-à-vis d'un
nombre important d'espèces clés de la biocénose (NRC-CNRC, 1995) afin de disposer d'une
échelle de sensibilité qui permettrait d'évaluer plus précisément I'intensité ainsi que la
diversité des effets toxiques des polluants.

C'est au regard de ces objectifs que I'utilisation d'escargots terrestres en tant que
bioindicateurs de la contamination métallique des sols a été proposée.

Les gastéropodes terrestres représentent un chaînon important des chaînes alimentaires des
écosystèmes terrestres, contribuant aux cycles des minéraux et des nutriments (Thompson e/
al.,1993).

En milieu terrestre, les escargots présentent des relations très étroites avec plusieurs
éléments de leur biotope (figure 2a).

Les contacts avec le sol sont importants, même si l'escargot se déplace sur une
couche de mucus sécrétée par l'épithélium ventral de la sole pédieuse ;
Lors de certains comportements, le contact est plifié, par exemple lorsque
I'animal creuse le sol pour pondre, pour hibemer ou pour rechercher une certaine
humidité lors des heures chaudes de lajournée ;
Lors de l'éclosion et des premiers stades du développement, le contact avec le sol
et sa couche superficielle est important ;

1 )

2)

3)
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4) Il y a une prise alimentaire de particules du sol et des poussières lorsque l'animal
s'alimente de débris végétaux à même le sol ou de végétaux enracinés ayant, d'une
part, absorbés certains métaux du sol et d'autre part, jouant le rôle de piège à
poussières lors des dépôts secs (régime saprophage et phytophage) ;

5) Il y a absorption d'eau météorique, directement sur les végétaux ou d'eau aymft
ruisselée ou percolée dans les sols ;

6) Il y a, par la respiration pulmonée, une possible pénétration d'air vicié ou
d'aérosols pouvant apporter une contamination métallique au contact de
l'épithélium pulmonaire avec une possibilité de contaminer le sang.

Les voies de contamination sont donc multiples par voie transcutanée, voie alimentaire et
voie respiratoire.

L'intérêt majeur de l'escargot est d'ordre physiologique par ses capacités à bioaccumuler,
à des degrés variés, les métaux présents dans son environnement.

î
l l r l . r t r \  

|
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Figure 2a : Voies de contamination par les métaux chez un gastéropode pulmoné terrestre
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I.3. Capacité de bioaccumulation des gastéropodes aquatiques et
terrestres vis-à-vis des métaux. Comparaison avec les mollusques
bivalves et d'autres invertébrés

I.3.1. Bioconcentration des métaux par les mollusques marins

Les études en milieu marin non pollué montrent (tableau l) que les mollusques bivalves ou
gastéropodes peuvent concentrer les métaux du milieu avec un facteur de 102 à 10s. Le
manganèse, le fer, le cobalt et le cuivre sont des éléments essentiels, le chrome et le nickel
peuvent avoir une fonction nécessaire mais I'argent, l'aluminium, le cadmium et le plomb
sont des polluants (Taylor in Cajaravllle 1995). Cette distinction dans le rôle physiologique
des métaux sera détaillée ultérieurement.

Tableau I (modifié de Taylor lz Cajaraville, 1995) : Concentrations (mg/kg de poids sec) des métaux dans
les tissus mous de quelques mollusques marins en relation avec la composition (pglkg) de I'eau
de mer de 976 et de S'eg.ar et ol. 91

Métaux Eau de mer
Bivalve

(nourriture filtrée)
Mrttilus edulis

FB
Gastéropocle
(herbivore)

Littorinfl Iitorrea
FB

Ag
AI
Cd
Co
Cr
Cu
Fe
Mn
Ni
Pb
Zn

0,1
5

0,05
0,02
0,6

J

J

2
2

0,03
5

0,03
76
5 ,1
1 ,6
1 ,5
9,6

1700
? 5
a n
J r l

9,7
9 l

3.1O' ,
1,52.104
10,2J04
g.1 04

2,5.103
3,2103
5 ,6 .105
1 ,7 .103
1 ,8 .103
3 .105

1 ,9 .104

) s
286
2

1,6
) 5

70
435
26

9
99

2,5.10*
5,7.104
4.104
9 .104
4.r03
23.r04
1 ,45 .105
1 ,3 .104
1 ,6 .103
3 .105

1 .98 .104
Poids sec uJ% 25,6%

Cette capacité de bioaccumulation peut permettre la surveillance de I'environnement vis-à-
vis de contaminations accidentelles. C'est ainsi qu'en comparant les teneurs en Cu, Ni, Zn et
Pb des gastéropodes (Lunella coronatus et des lamellibranches (Pinctada radiata) prélevés en
1990 et 1994, Bu-Olayan et Sabrahmanyam (1997) ont mis en évidence l'impact de la guerre
du Golf sur la qualité des eaux de la côte du Koweit avec une augmentation significative des
concentrations totales en Cu, Ni et Zn due aux déversements de pétroles.

Les facteurs de bioaccumulation sont donc importants en milieu aquatique marin. Ceci se
vérifie en milieu aquatique dulçaquicole chez les gastéropodes d'eau douce.
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I.3.2. Bioconcentration des métaux par les gastéropodes dulçaquicoles

Le tableau 2 rassemble les concentrations en Cd, Zn, Pb et Cu de trois genres de
gastéropodes aquatiques (Timmermans, I 993).

Tableau 2 : Concentrations (mg/kg de poids sec) en cadmium, zinc, plomb et cuivre chez les gastéropodes
d'après Timmermans (1993) ; NA : non

Milieux Esnèces Cadmium Zinc Plomb Cuivre
Rivière Brett et Chelmer
non polluées (UK) Lymnaea sp. 0,095-0,262 NA 0.758-1,921 NA

Fox River (US)
Point source

Physa sp.
Phvsa so.

2,44
5,66

49,06
174,30

19,05
34.81

22,77
17  ̂79

Rivières Dommel et
Hollande (site oollué)

Lymnaea ovata
Phv.sa fontinalis

0,32
0 . 5 1 - 3 , 1 5

78
70-89

0,68
1.99-9,60

l 4
79  -  108

Maarsseveen ( Hoi iancie)
- Lac I (non pollué
- Lac II (non pollué)

Potamopyrgus jenkensi
Potamopyrgus jenkensi

Lvmnaea ovata

0,68-0,8û
0,90
0 , l 0

75-86
87-1 0 I

78

4, i2-5, i6
10,7-11,7

0.79

yo- lv  I

108-l  I  I
24

Le zinc et le cuivre sont des métaux essentiels considérés comme régulés. Leurs
concentrations varient dans de faibles mesures et en présence de concenfuations élevées dans
le milieu, leurs concentrations augmentent dans les organismes.

Le plomb et le cadmium sont des métaux non essentiels. Dans des conditions norrnales,
leurs concentrations sont faibles mais lors d'exposition à des concentrations élevées, ils sont
nettement accumulés par les organismes.

Selon ces données, il est possible de proposer
milieux non pollués et les concentrations atteintes
poids sec) (tableau 3).

des valeurs seuils de concentrations des
dans les milieux prospectés(en mg/kg de

Tableau 3 : Proposition de valeurs de concentrations en Cd, Zn, Pb et Cu de gastéropodes aquatiques des
milieux non pollués et des milieux pollués (en mg/kg de poids sec); *Potamopyrgus jenkensi,

accumulan Lvmnueu et Phvso. n'est pas Dris en compte.

Milieux Cadmium Zinc* Plomb Cuivre
Non pollués 0,01-0,2 75-86 0,7 -7,9 a A

L 1

Pollués 0,3-5,66 78-174 2-34,8 l4 -108

Selon les auteurs, la capacité des gastéropodes et des crustacés à synthétiser et stocker
l'hémocyanine dans la glande digestive entraîne, chez ces organismes, la présence d'une
concentration élevée en cuivre, concentration indépendante des concentrations dans
I'environnement. Par ailleurs, il est constaté que les organismes de petite taille accumulent
plus que les organismes de grande taille. Les explications sont très variées :

- Surface proportionnellement supérieure chez les petits organismes d'où absorption
supérieure :

- Métabolisme plus lent chez les organismes de taille supérieure ;
- Prise de petites particules plus riches en métaux par les petits organismes.

En milieu aquatique, on estime que les ions métalliques libres sont les formes les plus
biodisponibles avec un transport par diffusion facilitée. La prise de métaux traces par la
nourriture a été très rarement étudiée au sein des chaînes alimentaires d'eau douce. Selon les
métaux, la part respective de chaque voie transcutanée et digestive est variable, par exemple
le zinc est accumulé par voie transcutanée mais le cadmium par voie digestive.
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Une étude chez le gastéropode prosobranche Melanopsis praemorsa (Ili4azlani et a1.,1994)
concerne la bioaccumulation, en milieu aquatique, du zinc, du cuivre et du cadmium en
fonction de la contamination du système d'irrigation distribuant les eaux usées de la ville de
Marrakech. Les concentrations varient selon la contamination du site mais aussi selon la
saison. Le tableau 4 donne, par comparaison, les concentrations minimales et maximales
obtenues chez cinq espèces de gastéropodes d'eau douce. Le manque de données sur la
concentration en métaux dans I'eau ne permet pas d'établir les facteurs de bioaccumulation.

Tableau 4 : Concentrations maximales et minimales chez cinq espèces de gastéropodes dulçaquicoles (en
de sec

Espèces Zine
ms/ks PS

Cuivre
ms/ks PS

Cadmium
rrglks PS Référence

Melanop s is p r aemors a (Prosobranche) t72-840 23-343 1.400-20.000Mazlani et ql. (1994)

Me Isnon s is mar o c unfl (Prosobranche) t22- t6 l 23-25 1.900-4.700Rada (1985)

Radix neresrd (nulmoné) t 3 t - 1 6 7 1 16-l6r 94-170 Forstner et al. (1981)

Phvsasa (Pulmoné) 29-93 I 0-58 t65 Cosson (1987)

Lvmnaea stasna lis (Pulmoné) 7 8.600 Pip (lee2)

La bioaccumulation des métaux, par rapport à l'eau, chez les gastéropodes aquatiques, est
supérieure à celle des gastéropodes terrestres. Vinot et al. (2000) ont montré que dans une
retenue artificielle contaminée par le cuivre avec 20 pgll dans l'eau et 455 mg/kg de poids sec
dans les sédiments, le gastéropode pulmoné Lymnaea ovata présente une concentration en
cuivre de 244 mg/kg de poids sec, le prosobranche Viviparus viviparus 242 mg/kg de poids
sec et le prosobranche Bithynia tentaculata 604 mglkg de poids sec soit les concentrations les
plus élevées rencontrées dans les organismes de l'écosystème étudié (algues, plancton,
crustacés, mollusques, poissons).

Les facteurs de bioaccumulation du cuivre par rapport à I'eau sont respectivement de
x12.200 pour Lymnoea ovata, de x12.100 pour Viviparus viviparus et de x 30.200 pour
Bithynia tentaculata. Tous ces facteurs relèvent d'une capacité de macroconcentreurs. Par
contre, les facteurs de bioaccumulation par rapport aux sédiments sont de x0,53 pour
Lymnaea ovata et pour Viviparus viviparus. Seul Bithynia tentaculata présente un facteur de
bioaccumulation de 1,32 avec des capacités de microconcentreur (l < FB < 2). Les régimes
alimentaires différents peuvent expliquer cette diversité dans la réponse plutôt que
l'appartenance à des familles différentes puisque Viviparus viviparus et Bithynia tentaculata
sont des prosobranches.

Selon Rainbow et Dallinger (1993), la prise de métaux, leur régulation et leur excrétion,
chez les invertébrés dulçaquicoles, font appel à des mécanismes différents de ceux des
invertébrés marins. Compte tenu de la balance osmotique entre I'invertébré et l'eau, les
mécanismes de prise par des pompes ioniques doivent être prépondérants, bien que selon le
mode de prise de nourriture, des métaux puissent emprunter la voie digestive avec
I'absorption de particules.

Les invertébrés, dont les gastéropodes aquatiques qui nécessitent une importante demande
en calcium, présentent une corrélation entre la prise de calcium et, par exemple, le cadmium.
C'est le cas chez Littorina littorea (Bjerregaard et Depledge in Rainbow et Dallinger, 1993).

Par contre. chez le gastéropode d'eau douce Lymnaea palustris. il y a une prédominance de
prise de radiocobalt (uoco) par la voie digestive sur la prise directe à partir de l'eau.
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Après la phase de prise de métal, il existe ou non une capacité de régulation. Le
gastéropode Physa integra présente, par exemple, une accumulation du cadmium et du plomb,
métaux non essentiels ; dans cet exemple, les concentrations en métaux, dans le gastéropode,
sont corrélées à celles en métaux dissous dans I'eau.

Adewunmi et al. (1996) propose d'utiliser les concentrations en métaux des gastéropodes
aquatiques (Biomphalaria pfeffiri, Bulinus globosus, Lanistes libicus, Lymnaea natalensis,
Potadoma moerchi, Melanoides tuberculata, Gabiella africana, Pila ovum et Bellamya) pour
des études de biosurveillance dont l'objectif est d'évaluer la charge en métaux des barrages
artificiels et des rivières en région tropicale (Nigéria). Les concentrations les plus élevées
détectées ont été de 2.352prglg pour Cu, 52,1 pglg pour Pb et 31,6 p"glg pour Cd.

Des études complémentaires, utilisant des radio-isotopes, sont nécessaires pour établir un
bilan complet entrée, accumulation et excrétion des métaux.

I.3.3. Bioconcentration des métaux par les gastéropodes terrestres

En ce qui concerne les gastéropodes terrestres, Dallinger (1993) classe les différentes
espèces en fonction de la capacité à concentrer le contaminant qui se trouve dans
l'environnement. Cette classification a été proposée par Bohac et Pospisil en 1989. Le facteur
de bioaccumulation est obtenu par le rapport de la concentration du contaminant dans
l'orsanisme sur la concentration du contaminant dans l'environnement.

Si FB > 2 ; l'organisme est désigné macroconcentreur,
Si I < FB < 2 : I'organisme est désigné microconcentreur,
Si FB < I : l'organisme est désigné déconcentreur.

Le tableau 5 indique que les gastéropodes terrestres, Helix pomatia, Helix aspersa, Cepaea
nemoralis et Arianta arbustorum sont des macroconcentreurs de cadmium. C'est aussi le cas
de Helix pomatia, Helix aspersa et Arianta arbustorum pour le cuivre et de Helix pomatia et
Arianta arbustorum pour le zinc. Ils sont microconcentreurs pour le plomb (Helix pomatia et
Arianta arbustorum) et pour le zinc (Helix aspersa).

Par rapport à d'autres invertébrés terrestres, oligochètes, crustacés, insectes, myriapodes,
les facteurs de bioaccumulation sont au moins égaux et souvent plus élevés pour le cuivre, le
zinc et le cadmium, mais sont sans commune mesure avec ceux rencontrés en milieu
aquatique puisque, au mieux, l'ordre de grandeur ne dépasse pas les dizaines contre 102 à 10s
en milieu aquatique.
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FB >2
VI,'i, CRo(-ONCENTREIIRS

I  < F B < 2
MTcnoco}{CT]NTREURS

F B < I
DrcoxcrwtREr-RS

Esoèces Métal FB Nlétal FB Métal FB

H el ix po mat ia (Gastéropode pulmoné)
Cd
Zn
Cu

6- 10
t-9
l 0

Pb 1 a

Hel ix aspersa (Gastéropode pulmoné)
Cu
Cd

1,5- l  0
3-8 Zn 0,3-2

C epaea nemoral is (Gastéropode
oulmoné)

Cd I 8-33

Ar iant a arb us torum (Gastéropode
pulmoné)

Cd
Zn
Cu

20

17.2
Pb 1,6

Lombricus rub ellus (Oligochète)
Cd
Pb
Zn

5
0,01-4

0.15-2.8
Pb 1,3 Cu 0,01-06

A I I o bo p ho ra c al I i s i nosa (Ol isochète) Cd 12

Porcellio scaber (Crustacé isopode)
Cd
Zn
Cu

6
7

12-14
Pb 0,43

Oniscus asellus (Crustacé isopode)
Cd
Cu

7
J

Pb
Zn

0,23
0.2

Formica sanguinea (Insecte
hvménootère)

Cd J

Or c he s e I I a c inc t a (Insecte
collembole)

Cd < l

L it ho b iu s fo rfi c ul at us (My riapode
chilooode)

Cd 0,5
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Tableau 5 : Facteurs de bioconcentration chez les invertébrés. Quelques exemples de macro, micro et

Chez les invertébrés terrestres, il est admis que la prise des métaux traces, s'effectuant
essentiellement par la nourriture, I'animal ne peut contrôler le flux entrant sauf par évitement
s'il y répulsion. Dans ce cas, c'est la capacité d'élimination qui est le facteur décisif dans la
régulation de la concentration en ces éléments.

Comme la perte d'eau, liée à une excrétion intense, ne correspond pas à l'économie d'eau
nécessaire pour un invertébré terrestre, les produits d'excrétion sont des produits solides :
acide urique et purines. Les gastéropodes terrestres ont développé, en plus de la formation
d'urée et d'acide urique, la capacité de stocker les produits d'excrétion pendant les périodes
de déshydratation avec une excrétion rapide lors de la réhydratation. Les gastéropodes,
comme d'autres invertébrés (nématodes, oligochètes, crustacés, arachnides, myriapodes,
insectes), pratiquent la compartimentation des métaux traces dans des vésicules avec
inactivation et détoxication. Ces vésicules peuvent être évacuées soit dans la lumière
intestinale, avec les fécès, soit dans l'urine et sans perte importante d'eau. Les métaux traces
sont chimiquement inactivés par liaisons avec les protéines soufrées (métallothionéines) et
sont stockés dans des compartiments cellulaires. Certains invertébrés, déconcentreurs, ont la
capacité d'excréter rapidement les métaux traces (insectes coléoptères carabides).

Dans la bioindication, il convient que la concentration en métal de I'ensemble du corps soit
le reflet de la concentration en ce métal dans I'environnement. En fait, chez les invertébrés,
seuls quelques organes bioaccumulent les métaux traces alors que le reste du corps n'est pas
concerné par la bioaccumulation.
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Par exemple, chez Helix pomatia, c'est la glande digestive qui stocke le cadmium, le
plomb etle zinc (Dallinger et Wieser, 1984a) et c'est probablement une réponse adaptative à
la vie terrestre. Il y a séquestration dans les granules de phosphate de calcium des cellules à
calcium (granule de type C selon Hopkin, 1989). Selon certains auteurs, ces granules font
partie du système lysosomal de la cellule. D'autres processus existent tels que la
complexation de certains métaux (cadmium, cuivre et zinc) par des métallothionéines du
cytosol des cellules digestives. Dans le cas des escargots et particulièrement de Helix
pomatia, il n'y a pas accumulation de ces métallothionéines dans le système lysosomal
(Dallinger, 1993). Par ailleurs, les métallothionéines lient principalement du cadmium et peu
de zinc. L'hypothèse est que chez les gastéropodes, les métallothionéines n'agissent plus dans
la régulation des métaux essentiels mais sont mobilisés vers une plus grande efficacité dans la
détoxication d'éléments non essentiels tels que le cadmium.

I.4. Cinétique de contamination et de décontamination des métaux

I.4.1. Facteurs intervenant dans la biodisponibilité des métaux

La bioaccumulation des métaux in situ dépend de leur biodisponibilité, elle-même sous
I'influence de nombreux facteurs. La figure 2b, établie par Gomot (in Texier et al., 1996),
illustre les trois phases de cette biodisponibilité et les multiples sujets possibles d'études.
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Dans le présent travail qui se situe dans la phase préparatoire et explicative de la
proposition de tests normalisés de croissance et de bioaccumulation chez I'escargot, ma
contribution concerne, plus spécialement, les métaux sous forme particulaire? avec prise en
compte des voies de pénétration dans I'organisme, puis des processus intervenant dans leur
bioaccumulation et leur élimination.

Les trois dispositifs classiques dans les études écotoxicologiques, utilisant des animaux
sentinelles, ont été mis en jeu :

- Larécolte d'animaux in situ vivant dans des conditions naturelles d'exposition ;
- Le transfert, en microcosmes, d'animaux obtenus en élevage contrôlé ou provenant

de sites de référence ;
- L'exposition, en laboratoire, d'animaux obtenus en élevage contrôlé à des

contaminations métalliques simples ou multiples, les métaux étant fournis
principalement sous la forme particulaire.

1.4.2. Cinétiques d'accumulation et organotropisme des métaux chez I'escargot

L'expérience apportant le plus de données est celle réalisée par Dallinger et Wieser en
1984a, chez Helix pomatia, en fournissant une nourriture contaminée (laitue) par des solutions
de zinc, de cuivre, de cadmium et de plomb pendant 32 jours, puis une nourriture non
contaminée pendant 40 à 50 jours. Les analyses concernent le tube digestif antérieur (pharynx
+ æsophage * estomac), le tube digestif postérieur (différentes portions de l'intestin), la
glande digestive, la glande salivaire, le manteau, le rein, le pied, la glande de l'albumen et
I'appareil reproducteur, I'hémolymphe et enfin, les fécès.

Les faits les plus marquants concernent :

- Une importante et rapide réponse d'élimination des métaux dans les fécès avec pour
conséquence, la limitation de l'absorption par le tractus digestif ou une excrétion plus
rapide puisque les produits du rein sont mélangés aux fécès lors de leur élimination ;

- il y a quatre types de réponses (A à D figure 3) :
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Frà:he : Anôt de h ro'miture d. ferimrnt contrminô (D'aprùr Detrngr ct w.nsar. 1984a).couôc A : p6ponoc no!! rn ereu lrsomec r'vd;ËlËÉrryrpr; rJ'"liàiiiii îËË,;"ulcourb' 8: AccumularËn- perrneàeritr pcndrnt h ptrÉc crpôriri;nt"[;rË;Ë;Ëffi {.L ôlnrcru. pi.d,co,,,ùcc:lH;,tltii",ffi.HTiÉJiîBTtsin:,JËï*l;.:;.;;;;
Lrgnr D : Aucun changerîcld drnr b'conccnri#n en rnc-rr 19ËiorËiii;i. âIiiriilrrl.

Différentes cinétiques d'accumulation dans les principaux organes de Helix pomatia

avec un aliment additionné de métaux lourds d'après Dallinger et Wieser (1984a)
Figure 3: nourrts
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Réponse A : organes présentant une augmentation rapide de la concentration en
métal puis décroissance avant même que commence la phase de
décontamination. C'est le cas du zinc dans l'estomac, les glandes salivaires et le
rein, ou du cadmium et du plomb dans l'hémolymphe. Il s'agit de processus de
compartimentation avec, pour certains métaux, intervention de métalloprotéines
(cf. chapitre III.1 .2.2.3.2) ou d'autres molécules se liant aux métaux,
Réponse B : organes présentant une augmentation continue de la contamination
en métaux pendant toute la période d'exposition, puis décroissance après arrêt
de la contamination. C'est le cas du cuivre dans le manteau, la glande digestive,
le pied ou du zinc dans I'hémolymphe,
Réponse C : organes présentant une accumulation à long terme du métal qui
persiste après arrêt de la contamination (au moins 50 jours). C'est le cas du zinc
dans la glande digestive et le manteau, du cadmium dans la glande digestive, du
plomb dans la glande digestive, l'estomac, la glande salivaire, la glande de
l'albumen et le manteau. Il s'agit d'un organotropisme avec bioaccumulation
expliquant la capacité bioindicatrice de nombreuses espèces d'invertébrés. La
bioaccumulation met en jeu soit des métalloprotéines (métallothionéines) ou la
compartimentation des métaux dans des structures cellulaires spécifiques,
variables selon le métal considéré. La glande digestive est prépondérante vis-à-
vis du cadmium, du zinc et du plomb. Il faut également retenir I'existence de
transfert d'un compartiment cellulaire à un autre,
Réponse D : il n'y a pas de modification significative des concentrations en
métal lors d'exposition en chronicité. C'est le cas du cuivre dans
I'hémolymphe, la glande de I'albumen et les tissus reproducteurs ou du
cadmium dans la glande salivaire, le manteau, le pied ou encore du plomb dans
le rein, le pied et les tissus reproducteurs. Les auteurs ne peuvent cependant
conclure sur la possibilité ou non d'une bioaccumulation après une plus longue
période d'exposition limitée dans I'expérience à 32 jours.

Selon les auteurs, cette classification est trop rigoureuse car il y a, expérimentalement, des
exemples de variante de réponse intermédiaire entre A et C, c'est le cas du zinc dans le
manteau.

Il existe de plus une certaine rythmicité dans les phénomènes d'accumulation et
d'excrétion. C'est le cas du cuivre en liaison avec un rythme naturel de digestion et
de résorption.

I.5. Capacités de bioaccumulation des gastéropodes en fonction des
différents métaux et de leur organotropisme

Les expériences, en laboratoire, de Dallinger et Wieser (1984) montrent l'importance de
considérer le métabolisme lié à chaque métal. Par ailleurs, in situ, les escargots sont en
présence d'un mélange variable de divers métaux qui peuvent induire chez I'animal soit des
effets simplement additifs, soit des synergies, soit, enfin, des antagonismes. Ces derniers
aspects sont encore peu étudiés chez les gastéropodes mais ne doivent pas être oubliés.

Les differents métaux seront donc étudiés séparément dans l'ordre suivant ; fer, zinc,
cuivre, plomb, cadmium, manganèse, chrome et nickel puis regroupés en fonction des
connaissances acquises en ce qui concerne les interactions, par exemple le zinc-cadmium.
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I.5.1. Le fer

Le fer est considéré comme un oligo-élément (Kabata-Pendias e/ al., 1995). Meinke et ql.
(1974) rapportent que le fer est accumulé dans la glande à albumen. Selon Brooks et al.
(1992) chez Helix asperso,le fer est accumulé majoritairement dans la glande digestive ce qui
montre I'importance de cet organe dans la compartimentation de ce métal. Il est présent dans
la glande digestive sous forme de granules ; de fait le fer est lié à une protéine, la ferritine, qui
se trouve aussi dans le foie et le rein des rats et des hommes. Toujours selon Brooks et al.
(1992),le fer suit la même voie d'accumulation que I'aluminium.

I.5.2. Le zinc. macroconcentration et microconcentration

Le zinc est un oligo-élément essentiel impliqué dans la formation et la fonction de
nombreuses enzymes (Kabata-Pendias er al.,1995). Meinke et Schaller (1974) rapportent que,
chez l'escargot, le zinc est accumulé dans I'hémolymphe et dans le pied. Le zinc voit sa
concentration augmenter de façon linéaire en fonction du poids des individus chez Helix
aspersa (Coughtrey et Martin, 1977). L'effet toxique du zinc a été testé sur un certain nombre
de mollusques terrestres et notamment sur la limace ; Marigomez et ql. (1986c) rapportent
que Arion ater, en laboratoire, tolère de fortes concentrations en zinc dans la nourriture ce qui
tend à prouver que ce métal dans des conditions naturelles n'a pas d'effet sur la mortalité des
individus. Par ailleurs, Popham et d'Auria (1980) montrent que lorsque la limace présente une
faible concentration en calcium, la capacité à accumuler le zinc est diminuée. Chez Helix
pomatia, Dallinger et Wieser (1984) mettent en évidence le passage du zinc par I'intestin
antérieur et postérieur, un transport qui augmente avec le temps, par l'hémolymphe, une
bioaccumulation à long terme dans la glande digestive (70% du métal bioaccumulé) et le
manteau. Selon Brooks et al. (1992), chez Helix aspersa,le zinc est également accumulé dans
la glande digestive ce qui montre I'importance de cet organe dans la détoxication de ce métal.

A titre de comparaison, le rôle joué par la glande digestive, chez les gastéropodes, I'est par
le rein chezle lamellibranche Mytilus edulis (George et Pirie, 1980).

Berger et al. (1993a) ont pu établir le bilan du flux de zinc à travers les organes de Helix
pomatia. Le rôle majeur joué par la glande digestive dans la bioaccumulation est nettement
démontré (environ 50Yo du zinc corporel) puis dans I'ordre de décroissance, le pied et le
manteau, puis le reste du corps moins I'intestin et enfin l'intestin.

Dallinger et al. (1993) citent des concentrations en zinc pouvant atteindre 2.000 pglg de
poids sec chez des escargots et des limaces de sites contaminés.

Selon Dallinger (1993), chez Helix pomatia, une fraction du zinc est liée à une protéine
non métallothionéine de la glande digestive, d'un poids moléculaire de l 000 à 4.000 Da dont
la nature exacte n'est pas encore élucidée. Une autre fraction est associée à une fraction
contenant les granules de lipofuscines des cellules digestives et les concrétions de
pyrophosphates de calcium des cellules à calcium. Selon les auteurs, le zinc est incorporé
dans des concrétions mais n'est pas présent dans les lipofuscines, ce qui a par ailleurs été
vérifié chez Helix ospersa. Helix pomatia est un macroconcentreur, Helix aspersa est un
microconcentreur, une proportion prépondérante de zinc étant séquestrée dans les granules de
pyrophosphate de calcium des cellules basophiles de la glande digestive.
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Gomot (1994) a montré que le zinc est le métal majeur des viscères chez plusieurs espèces
d'escargots comestibles (Helix pomatia, Helix aspersa aspersa, Helix aspersa maxima et
Helix lucorum) avec des variations interspécifiques. Certains aliments sont diversement
complémentés en zinc, sulfate de zinc, carbonate de zinc et chlorure de zinc, ce qui peut
expliquer les variations dans les concentrations en zinc constatées dans les viscères. Des
interactions entre les différents constituants des aliments doivent être considérées comme par
exemple la teneur en calcium, Ireland et Marigomez (1992) ayant montré une corrélation
entre le taux de zinc dans la glande digestive et celui de calcium dans I'aliment.

Onat et Topcnoglu (lggg) ont étudié, en laboratoire, la demi-vie biologique du6szn chez le
gastéropode côtier de la Mer Noire Ropana venose, celle-ci est de 66 jours dans les parties
molles (75 jours pour t3acs). Le Danube apporte 6.000 tonnes par an de zinc dans la Mer
Noire et un contrôle des produits de la mer, prélevés en Mer Noire, est indispensable. Le fait
que les gastéropodes présentent une capacité de bioaccumulation avec une détoxication lente
milite pour leur utilisation dans la biosurveillance de la contamination par les métaux et les
radionucléides entre autres ceux émis lors de l'accident de Chemobyl 1l3aCs, 

t"Cr, l06Ru et
ttoAg).

I.5.3. Le cuivre et la macroconcentration

Le cuivre est un oligo-élément essentiel pour les gastéropodes car il participe à la
constitution de l'hémocyanine, avec une distribution dans l'ensemble de l'organisme. Chez
Helix aspersa,le cuiwe n'est pas fortement bioaccumulé dans la glande digestive et il voit sa
concentration augmenter de façon linéaire en fonction du poids des individus (Coughtrey et
Martin, 1976). Selon Moser et Wieser (1979) puis Dallinger et Wieser (1984a),
I'accumulation du cuivre chez Helix pomatia commence dans I'intestin postérieur, le pied et
le manteau et augmente légèrement avec le temps d'exposition. Le pied est I'organe qui
contient le plus de cuivre. Il n'y a qu'une légère augmentation de la concentration en cuivre
dans la glande digestive, ce qui indique que cet organe n'est pas le site majeur
d'accumulation. Dans les autres organes, la concentration en cuivre varie peu (intestin
antérieur, glande de I'albumen, appareil reproducteur, pied et hémolymphe). L'intestin
postérieur joue un rôle important par élimination vers les fécès. Les glandes salivaires
interviennent avec incorporation au produit de sécrétion. Selon Marigomez et al. (1986c),
Arion ater tolère, en laboratoire, de fortes concentrations en cuivre dans la nourriture ce qui
tend à prouver que ce métal dans des conditions naturelles n'a aucun effet sur la mortalité des
individus. Le cuivre intervenant dans la synthèse de I'hémocyanine, il n'est pas toxique pour
les mollusques et en particulier pour les escargots aux concentrations susceptibles d'être
rencontrées dans le milieu naturel. De nombreuses études ont montré que le cuivre peut se
déposer au sein de granules insolubles intracellulaires dans la glande digestive de la plus part
des invertébrés terrestres, cependant aucun granule de cuivre (cuprosomes) n'a été trouvé chez
Helix aspersa (Laskowski et al.,1996a).

Selon Dallinger (1993), Helix pomatia, Helix aspersa et Arianta arbustorum sont des
macroconcentreurs de cuivre. Le cuivre de la glande digestive est associé probablement à une
métallothionéine de faible poids moléculaire et une autre fraction est liée à I'hémocyanine,
protéine transportant l'oxygène et pouvant, en cas d'excédent de cuivre, servir de lieu de
stockage. Une dernière fraction est séquestrée dans les granules de pyrophosphate de calcium
des cellules basophiles. La libération du cuivre dans la lumière intestinale est cyclique en
même temps que les concrétions de pyrophosphate sont évacuées. Les gastéropodes, bien que
macroconcentreurs de cuivre, sont capables d'éliminer ce métal par I'intestin et la glande
dieestive.
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Selon Gomot (1994),le cuivre est le métal majeur du pied contrairement au zinc qui est le
métal majeur des viscères. C'est une constante chez plusieurs espèces (Helix pomatia, Helix
ttspersa aspersa, Helix aspersa maxima et Helix lucorum) avec des différences
interspécifiques dans les concentrations liées à des vitesses différentes de croissance

Cu Fe Zn

Pied 0,1 à 0,3 o/oo> 0,06 à0,1o/oo > 0,06 à 0,08 %o
Viscères 0,04 à 0,06 o/oo < 0,3 à 0,7 o/oo < 1,4 à2,4 o/oo

La même étude met en évidence, avec certains aliments, une corrélation entre la
concentration en cuivre dans les pieds et les viscères. Par ailleurs, il est possible de fournir
aux animaux un aliment additionné de poudre de lait qui élimine fortement la concentration
en cuivre dans I'escargot et qui permet d'obtenir, en laboratoire, des animaux de référence
présentant une concentration en cuivre inférieure à celle d'animaux de zones naturelles
considérées comme non ou peu contaminées. La possibilité d'obtenir, en laboratoire, des
animaux de référence représente l'un des intérêts majeurs dans le choix d'un bioindicateur.
L'escargot est un macroconcentreur de cuivre mais il existe des différences entre espèces ;
Helix aspersa ospersa bioaccumule plus le cuivre que Helix aspersa maxima; Helix pomatia
présente des capacités de bioaccumulation supérieures à celles de ces deux dernières espèces.
L'âge des animaux et les teneurs en calcium dans l'aliment influencent le niveau de
concentration en cuivre.

Swaileh et Ezzughaygar (2000) ont étudié l'influence d'un ajout de cuivre dans
l'alimentation sur la prise de nourriture et le taux de croissance chez Helix engaddensis. La
NOEC I mois est de 20 pglg; la LOEC lmois est de 100 pglg. Les auteurs signalent que
l'escargot détecte la présence de cuivre et refuse de se nourrir à partir d'une certaine
concentration. Par ailleurs, I'effet sur la croissance est réversible. Les modifications du
comportement du gastéropode marin Babylonia lutosa dans sa prise de nourriture ont été
proposées comme outil de bioessai des effets du cuivre par Cheung et Wong (1999) à
Hongkong (corps en extension, pied non fixé, impossibilité de se déplacer, corps rétracté dans
la coquille).

La toxicité du cuivre (LD50) vis-à-vis de Deroceras reticulatum (Young et Wilkins, 1989)
est estimée à I24 pglg de poids d'animal par voie épidermique et à 287 ltglg par voie orale. Si
on considère la quantité d'aliment ingéré par jour et le poids des escargots (Gomot, 1994), iI
faudrait que I'aliment contienne environ 14 glkg de poids sec de cuivre soit 200 fois la
concentration en cuivre préconisée en ajout dans l'aliment de type INRA. Cependant, pour
des raisons de mauvais mélange, il a été constaté une mortalité dans certains élevages.

I.5.4. Le plomb et la microconcentration

La contamination par le plomb peut s'effectuer aux abords des centres industriels, des
routes et autoroutes. En effet, pour améliorer la combustion dans les moteurs, du plomb
tétraméthylé et tétraéthylé est ajouté à I'essence à des taux d'à peu près 0,6 g/l (Davies et al.,
1972). Après la combustion, les trois quarts de ce plomb se retrouvent dans I'atmosphère sous
forme de particules de plomb halogéné (PbCl.Br) ou sous forme de complexes d'ammonium
halogéné et de fer halogéné. Les aérosols de ces composés de plomb contaminent les sols et
les plantes près des routes. Dallinger et Wieser (198aa) ont montré, chez Helix pomatia,le
passage rapide du plomb dans I'hémolymphe puis une accumulation lente dans la glande
digestive, le manteau et la glande à albumen, encore plus lente dans l'intestin postérieur et la
glande salivaire.
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Il n'y a pas d'accumulation significative dans le pied, le rein et l'appareil reproducteur.
C'est la glande digestive qui constitue I'organe majeur et à long terme d'accumulation (90%).
Tous les gastéropodes ne présentent pas cette capacité d'accumulation. Selon Williamson
(1980), Helix hortensis excrète rapidement le plomb. Chez les mollusques aquatiques, le
plomb est plus bioaccumulé dans le rein que dans la glande digestive (Mytilus edulis, Schulz
Baldes, 1974; Littorina littorea, Mason et Simkiss, 1983). Selon Coughtrey et Martin (I976)
puis Brooks et al. (1992) chez Helix ospersq le plomb est accumulé dans la glande digestive
ce qui montre I'importance de cet organe dans la détoxication de ce métal. Meinke et Schaller
(1974) rapportent que le plomb est aussi accumulé dans I'hémolymphe. Marigomez et al.
(1986c) rappellent que le plomb doit être fourni en laboratoire, à de fortes concentrations
(1000 ppm), pour augmenter la mortalité des limaces in vitro ce qui tend à prouver que ce
métal dans des conditions naturelles n'a aucun effet sur la mortalité des individus puisqu'il ne
se trouve pas naturellement à de telles teneurs. Newman et al. (1994) indiquent que lors d'une
exposition à une forte concentration en plomb, les limaces et les escargots ont une forte teneur
en calcium dans leurs tissus ce qui signifie que le métabolisme du calcium subi une
modification qui peut être liée à une certaine forme de tolérance envers ce métal ; le plomb est
séquestré dans des granules intracellulaires ou dans la coquille par modification du
métabolisme essentiel du calcium chez Helix aspersq Mûller. Ce changement métabolique est
lié à une transformation génétique des populations exposées. Selon Laskowski et al. (1996b),
le plomb est le métal qui est le mieux régulé par I'animal. Son assimilation et son excrétion
sont sous le contrôle de mécanismes physiologiques qui peuvent s'adapter en fonction des
concentrations du métal dans la nourriture.

Selon Dallinger (1993), 90oÂ duplomb assimilé par Helix pomatia, dans un environnement
de fonderie, se trouvent dans la glande digestive dans des granules de lipofuscines des cellules
digestives. Ils appartiennent au système lysosomal et sont évacués, pour une faible part, dans
la lumière de la glande par destruction des cellules. L'intestin postérieur joue également un
rôle dans l'élimination du plomb. En effet, il y a accumulation de plomb dans les cellules à
mucus puis libération dans la lumière du tube digestif. Bien que le plomb appartienne aux
métaux de transition, avec des propriétés importantes de la classe B, il y a bien liaison entre le
plomb et les atomes de soufre des substances constitutives du mucus.

I.5.5. Le cadmium et la macroconcentration

Les escargots sont connus comme macroconcentreurs de cadmium même dans des
environnements non contaminés avec un facteur xl0 par rapport à d'autres invertébrés du sol
(Knutt i  et aL.,1988).

De faibles concentrations en cadmium (10,25 ppm) produisent un oedème au niveau de
l'épithélium. Avec des teneurs de 100, 300 et 1000 ppm des cellules globuleuses apparaissent
avec des nécroses locales. Les teneurs en cadmium, habituellement rencontrées dans la nature,
ne causent pas de mortalité significative chez Helix aspersa (Russel et a|.,1981). Le cadmium
est un métal connu pour perturber I'homéostasie du calcium chez les invertébrés marins
(Gnassia-B arelli et al., 1995).

Selon Dallinger et Wieser (1984a), chez Helix pomatia, il y a un passage rapide du
cadmium dans I'hémolymphe, puis il y a une importante augmentation de sa concentration
dans la glande digestive et I'intestin. C'est la glande digestive et I'intestin antérieur qui
représentent les organes principaux de bioconcentration (80% du cadmium corporel). Les
concentrations en cadmium du rein, du manteau, du pied et de la glande salivaire varient peu.
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La bioaccumulation dans la glande digestive s'effectue par liaison avec des protéines de type
métallothionéines (Williamson (1980) chez Helix hortensis, Dallinger et Wieser (1984b) chez
Helix pomatia).

Selon Brooks et al. (1992) chez Helix aspersa,le cadmium est accumulé dans la glande
digestive ce qui montre I'importance de cet organe dans la détoxication de ce métal.

Berger et al. (1993) ont pu établir expérimentalement le bilan du flux de cadmium à travers
les organes de Helix pomatia (figure 4). Le rôle majeur joué par la glande digestive dans la
bioaccumulation est nettement démontré, puis dans I'ordre de décroissance, I'intestin, le pied
ainsi que le manteau et le reste du corps. L'élimination par les fécès est faible (2 p,glg de
fécès) alors que chez Arianta arbustorum, l'éIimination peut atteindre 600 pglg de fécès

100 pglg de poids sec) augmente
corps mais c'est principalement dû

la
à

(tableau 6 et fig
L'ajout de

concentration
l'augmentation

gures 4 et 5).
cadmium à la nourriture (10 et
en cadmium de I'ensemble du

r de celle de la glande digestive.

ASSIMIIÂTION
Figure 4 : Flux de cadmium au travers des organes d'un spécimen moyen de Helix pomatia. Les taux

moyens sont symbolisés par des histogrammes au sommet desquels sont mentionnés les valeurs
de cadmium en pg. Le cadmium assimilé est représenté par les teneurs du bruit de fond (BG)

plus les teneurs imputables à la nourriture enrichie en cadmium. Le bruit de fond provient

d'animaux de référence (d'après Berger et al.,1993).
BG : Concentration de I'escargot à Ts.
INPUT : Apport par I'aliment.
ASSIMILATION:

- F/M : Pied et manteau
- Hep. : Glande digestive
- Int. : Intestin
- Rest : Reste du corps

OUTPUT : Elimination par les fécès

Tableau 6 : Répartition des différentes concentrations en cadmium chez Helix pomatiu après 2l jours en
fonction de différents a.iouts en cadmium dans la nourriture (d'après Berger et aL, 1993)de différents aiouts en cr dmium dans la nourriture (d'aorès Berper et

Cadmium Ensemble du corps
après 21 iours

Glande digestive
anrès 21 iours

Référence sans aiout 5 ZJ

Aiout de 10 uels PS t2 42

Aiout de 100 rrele de PS 30 140

LIT

hto
ii| ,*,
f El'

;, Rrcl
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Figure 5 : Concentrations en cadmium dans I'ensemble des tissus mous du corps (à gauche) et dans la
glande digestive (à droite) de Helix pomatia après une expérimentation de 21 jours avec une
alimentation à base d'Agar enrichi par des concentrations différentes de cadmium (d'après
Berger et aL,1993)

Après ajout de l0 pglg de poids sec, les concentrations corporelles sont compatibles avec
celles observées chez des animaux en environnement modérément contaminé tel que les villes
et les voies routières. Après ajout de 100 pglg de poids sec, elles sont comparables avec celles
observées chez des animaux en environnement de fonderies et de mines. Les concentrations
corporelles en cadmium les plus élevées, observées sur certains sites, chez Helix pomatia sont
de 100 pglgde poids sec.

Selon Dallinger (1993), la macroconcentration du cadmium par Helix pomatia peut-être
interprétée comme l'impossibilité par I'animal d'éliminer ce métal qui reste lié, sur de
longues périodes, au métallothionéines sans qu'il y ait excrétion dans la lumière du tube
digestif et élimination par les fécès.

Tableau 7 : Concentrations en Zn, Cu, Cd et Pb des aliments utilisés à partir de 0 jour, aliment contaminé
jusqu'àJZ iours. en uglg de Doids sec puis décontamination iusqu'à U0

Métaux Laitue non contaminée Laitue contaminée
Zinc 205 760

Cuivre 28 533
Cadmium 4,5 160,5

Plomb 2,1 936

cd*o  cd-10  cd-T00
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Tableau 8 : Concentrations en pùg de poids sec en zinc, cuivre et cadmium des organes de Helix pomatia
sauf pour I 'hémolymphe en pglml (Hémo : hémolymphe; G. sal. : glande salivaire; Int.
Ant. : intestin antérieur: Int. post. : intestin postérieur; G. dig. : glande digestive ; G. albu. :

Swaileh et Ezzughaygar (2000) ont étudié I'influence d'un ajout de cadmium dans
I'alimentation sur la prise de nourriture et le taux de croissance de Helix engaddensis. La
NOEC lmois est de 50 pglg; la LOEC lmois est de 100 pglg. Les effets du cadmium sont
irréversibles ce qui démontre, par rapport au cuivre dont les effets sont réversibles, une action
toxique.

Selon Pandeswara et Yallapragada (2000), le gastéropode marin intertidal Turbo
intercostalrs peut être retenu comme une espèce utile aux études de biosurveillance par ses
capacités à accumuler le cadmium principalement dans le complexe glande digestive +
gonade (GDG) puis, à un moindre degré, dans le manteau et le pied. Il y a, par ailleurs, un
transfert progressif du cadmium contenu dans le manteau vers GDG.

Lam et al. (1997) ont établi un modèle à deux compartiments (pied et viscères) de prise et
de relargage de cadmium par le gastéropode aquatique Brotiq hainanensis. Le flux d'entrée
du cadmium (fourni sous forme de CdClz-2HzO) à la concentration de 0,8 mg/l est de
17,96pglglj pour les viscères et de 6,92p,glglj pour le pied. Le taux de transfert des viscères au
pied est de 0,0241t9/g/j et le taux d'excrétion par le pied de 0,118 pglgli.

La pénétration par le pied se ferait par simple diffusion alors qu'au niveau des branchies et
de I'intestin il y aurait diffusion etlou transport par des protéines membranaires.

Selon Laskowski et al. (1996 a et b), la détoxication du cadmium chez les escargots
s'effectue par la liaison d'ions métalliques sur des métallothionéines et sur des protéines de
faibles poids moléculaires.

I.5.6. Le manganèse

Les études sur la bioaccumulation du manganèse sont encore restreintes chez les
invertébrés et limitées à l'Homme se contaminant par des poussières de dioxyde de
manganèse (MnOz) lors des activités d'extractions minières. Chez I'Homme, on note une
polyglobulie, une hyperthyroïdie, une hyperthermie, une baisse de la tension artérielle, un
déficit de la fertilité (INRS, 1997). MnOz est un composé très réactif en raison de son pouvoir
oxydant très puissant. Dans certaines conditions, des ions Mn'*, très oxydants, peuvent être
produits avec la formation d'espèces activées de l'oxygène et l'établissement d'un état de
stress oxydant eVou la possibilité de définir des marqueurs biologiques (peroxydation
lipidique, superoxyde dismutase).

nde à albumen ; Ap. reprod. : appareil reproducteu

Métal
Tps

(iours) Hémo.
G.
sal .

Int.
ant.

lnt.
Dost.

G .
d is .

Rein Manteau Pied
Li .

albu.
Ap.

reDrod,
Fécès

Zn
0 3.8 674 1 6 3 1 5 3 585 I  l 5 69 99 308 92 359

) Z 4.6 558 276 360 r285 53 69 99 216 tt7 602
70-80 4.2 777 258 408 1274 72 It2 72 378 98 l 7 t 6

Cu
0 40.8 338 1 1 5 n2 96 63 t02 95 176 87 56

J Z 58. l 322 132 236 174 79 253 150 160 l l 0 t99
70-80 49.6 704 1 5 9 420 90 28 1 0 5 82 263 1 8 9 n7

Pb
0 0 , l 0 134 13 l 8 50 72 20 l 3 9 11 168

) z 0.07 t + 3 8 104 I 540 47 Z J 9 69 t2 s52
70-80 0.12 248 50 125 r473 a ^

L+ 44 l 5 147 1 5 496

Cd
0 0.07 J J 64 59 78 4 t 7 8 nd nd 48

J Z 0.09 t 7 t69 92 t92 7 t4 5 nd nd 74
70-80 0.12 38 384 307 2 1 2 1 3 6 6 nd nd 184
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Des études spécifiques sont actuellement en cours sous la tutelle de I'INSERM, de I'INRS
et de I'INERIS. Compte tenu de ces nouvelles orientations, il nous a semblé utile de suivre la
bioaccumulation du manganèse par les gastéropodes.

1.5.7.Le chrome

Selon Cæurdassier et de Vaufleury (2000), il y a accroissement de la concentration en
chrome des tissus d'escargots lorsque la teneur en chrome dans la nourriture augmente.

I.5.8. Le nickel

Le nickel n'a pas fait l'objet de recherches spécifiques chez les invertébrés bioindicateurs.
Des données nouvelles concernent l'Homme avec, de même que pour le manganèse, des
perturbations physiologiques chez les soudeurs. Elias et al. (1989) signalent des aberrations
chromosomiques de lymphocytes circulants chez 55 soudeurs. Certains individus présentent
une augmentation significativement plus élevée en manganèse et nickel dans le sérum et les
urines sans qu'une corrélation soit formellement établie.

I.5.9. Interactions entre deux métaux : le zinc et le cadmium

Berger et al. (1993) ont étudié les interactions entre le zinc et le cadmium chez Helix
pomatia en ce qui concerne le contenu en métaux, les concentrations dans les tissus et la
distribution entre les orsanes. Les résultats essentiels sont les suivants :

Il n'y a aucune action de teneurs élevées en zinc dans la nourriture sur I'assimilation
du cadmium et réciproquement. Il n'y a ni synergie, ni antagonisme,
Les concentrations en zinc dans les organes de Helix pomatia ne sont pas influencées
par la présence de cadmium dans la nourriture et réciproquement,
Une exposition au cadmium n'a pas d'effet sur la distribution corporelle du zinc et
réciproquement.

Ces conclusions sont différentes de celles établies chez les vertébrés et chez les mollusques
lamellibranches.

Chez les vertébrés, le zinc accroît la production de métallothionéines et
simultanément l'absorption intestinale du cadmium augmente. La toxicité du
cadmium est jugulée par l'administration simultanée de zinc.
Chez les mollusques lamellibranches (Anodonta cygnea), des teneurs élevées en zinc
conduisent à une réduction dans I'accumulation de cadmium. Il y a compétition entre
les deux métaux vis-à-vis des sites de liaison sur les métallothionéines.

Les gastéropodes possèdent des voies differentes biochimiques de séquestration
intracellulaire pour le zinc et le cadmium. Dans la glande digestive de Helix pomatia, S6Yo du
cadmium et seulement 2l%o du zinc sont retrouvés dans la fraction soluble de la glande
digestive. 95oÂ du cadmium soluble est lié à des métallothionéines contre seulement 10% pour
le zinc. La grande majorité du zinc soluble est associée à différents ligands de faible poids
moléculaire. Berger et al. (1993) suggèrent que, chez les mollusques gastéropodes, les
fonctions des métallothionéines diffèrent de celles discutées dans le modèle < vertébré >.
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Dallinger et al. (1993a) développent ce point de vue en précisant la nature des protéines
mises en jeu. En ce qui concerne le cadmium, il y a intervention de deux types de protéines :
I'un du groupe des métallothionéines, l'autre relevant de protéines différentes des
métallothionéines. Le zinc est, lui, lié à différentes protéines de deux classes de poids
moléculaire avec une dominance d'un ligand de nature inconnue et de 3.000 Da. L'autre
fraction de zinc est liée à des métallothionéines mais cette fraction est hès faible par rapport
au cadmium (CdlZn: 10/1).

Cette diversité dans les ligands expliquerait, selon les auteurs, l'absence d'interaction entre
le zinc et le cadmium chez Helix pomatia puisque cette espèce a la capacité d'orienter les
deux métaux vers des structures cellulaires différentes. Du point de I'ue écotoxicologique,
cette capacité expliquerait la capacité de résistance de Helix pomatia vis-à-vis d'une
exposition au cadmium ou à un mélange cadmium-zinc, mélange fréquemment rencontré sur
site contaminé. Cette capacité pourrait également exister et même être renforcée chez Helix
aspersa défini comme macroconcentreur de cadmium et microconcentreur de zinc. Le
problème qui reste posé est celui de savoir si cette capacité influence significativement la
biodisponibilité ultérieure du cadmium et du zinc dans la chaîne alimentaire. Ce problème
sera abordé avec le chapitre sur la biominéralisation.

I.5.10. Développement de la résistance aux métaux chez les populations vivant
sur des sites contaminés

Le développement de la résistance aux métaux est, selon Dallinger (1993), différent chez
les vertébrés et chez les invertébrés qui, dans des sites très contaminés, sont exposés à des
concentrations métalliques suffrsantes pour exercer une réelle pression de sélection.
L'augmentation de la production de métallothionéines liant le cadmium est comme chez les
oligochètes aquatiques. Le gastéropode Helix pomatia, mis en présence de concentrations
élevées de cadmium, répond rapidement par une augmentation de la synthèse de
métallothionéines. Celles-ci exercent une fonction de protection vis-à-vis de la toxicité du
cadmium. De plus, cette même espèce présente les capacités supplémentaires vis-à-vis du zinc
en possédant des ligands spécifiques de faible poids moléculaire.

Si, chez les vertébrés, les métallothionéines sont concernées prioritairement dans le
métabolisme des éléments traces essentiels, elles représentent, chez certains invertébrés des
sites contaminés et qui subissent une pression de sélection, une fonction de détoxication.
Beeby et Richmond (1987) ont mis en évidence une capacité d'adaptation de Helix aspersa
aspersa en présence de plomb.

I.6. Possibilité de développer un test basé sur la croissance pondérale des
escargots

La mesure de la perfornance de croissance, établie sur la base de bilans énergétiques, a été
reconnue comme un bioessai utile dans l'évaluation écotoxicologique (Leri et Lam,1994).

Les résultats sur la croissance d'escargots (poids total et plus grand diamètre de la coquille)
en laboratoire ont montré que celle-ci était inhibée par des doses croissantes de cadmium dans
la nourriture (Gomot, 1997a et b), ce qui constitue un test biologique simple pour la mesure
de la toxicité subléthale de ce métal.

Nous avons appliqué cette approche à une contamination par les métaux particulaires en
retenant, en plus de la croissance pondérale, l'analyse des teneurs en métaux puis, sur cette
base et pendant les deux demières années, nous avons contribué à un test inter-laboratoire de
mise au point de deux tests de laboratoire normalisés AFNOR sous la direction de A. Gomot.
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Le choix du paramètre de croissance pondérale est un paramètre global qui peut, par la
suite, être affiné. Par exemple, Lam (1996) propose de retenir pour le gastéropode tropical
d'eau douce Radix plicatulas les modifications des taux de consommation et d'absorption de
la nourriture en présence de cadmium.

La CL50 96h est de 2,5 mg/I, les NOEC et LOEC sont de 0,15 et 0,20 mgfl pour le taux de
consommation et de 0,10 et 0,15 mg/l pour le taux d'absorption.
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Chapitre II : Aspects généraux concernant les métaux

II.1. La classification des métaux

Taylor (1995) fourni dans un tableau périodique des éléments (tableau 9) ceux essentiels
pour la vie à savoir les éléments de base (cercle), les éléments traces essentiels pour les
plantes et les animaux (carrés en plein) et les éléments susceptibles d'être essentiels chez
certaines espèces (carrés en pointillés).

Les caiions majeurs Na*, K*, Mgt*, Ca2* avec les anions Cl- et CO:2- sont impliqués dans

la régulation osmotique et ionique des liquides extra et intracellulaires.
Les métaux traces Mn, Fe, Co, Cu, Zn,Mo et les éléments ultra-traces V, Cr, Sn, Ni sont

impliqués dans de nombreuses enzymes ou cofacteurs d'enzymes.
Les métaux traces et ultra-traces peuvent avoir une action toxique s'ils sont présents en

quantité excessive. D'autres métaux tels que l'argent, le cadmium, l'aluminium, le mercure et
le plomb sont déjà toxiques à faible concentration et ne sont pas essentiels.

Tableau 9 : Tableau périodique des éléments montrant ceux nécessaires à la vie (d'après Taylor' 1995)

Cercles : Eléments biologiques majeurs
Carrés : Eléments traces considérés comme essentiels pour les plantes et les animaux
Carrés;^n pointillés:^EtS"1l. traces pouY€nt.être essenttS. 
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Figure 6 : Relation entre la concentration d'un élément et ses effets (d'après Taylor' 1995).

i : Elément essentiel
ii : Elément défavorable

La figure 6 donne la relation entre la concentration d'un élément et ses effets soit
bénéfrques soit défavorables.
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Les principes de la chimie inorganique permettent I'interprétation des données
toxicologiques et des mécanismes de détoxication. Il est classique de se réferer à la
classification des métaux de Ahrland et al. (1958) avec les classes a, b et de transition. Les
métaux de la classe a se trouvent préférentiellement liés aux atomes O, N et S selon la
préférence : O>N>S, c'est-à-dire avec les anions carbonates, phosphates, sulfates et
carboxylates. Les métaux de la classe b se trouvent sur le tableau périodique dans un triangle
comportant au sommet Cu* puis Rh, Ag, Cd et à la base Ir, Pt, Au, Hg, Ti et Pb. Ces métaux
de la classe b se lient aux atomes S, N et O selon la préférence S>N>O. Beaucoup de métaux
de la classe b sont les plus toxiques. Ils peuvent former des sulfures insolubles ou se lier aux
groupements S- et N- des protéines en les dénaturant.

Les métaux de transition comprennent des métaux traces essentiels à la vie : Fe2*, Co2* ,
Ni2* et Zn2*.L'appartenance d'un métal à l'une ou l'autre de ces trois classes permet de
prévoir leur voie probable de métabolisme.

La classification des métaux selon Nieboer et Richardson (1980), visualise bien les trois
classes en précisant les degrés d'ionisation (tableau 10).

Tableau 10 : Classification des métaux, selon Nieboer et Richardson (1980), en classes A, B et de transition
et selon un degré croissant d'ionisation

Cs*. K*, Na*. Li'
Class A
Metals

Bordcrline
Merels

Class B
Metals

Ba2*, SÉ*, Ca2*, Mf*, BC.

Cdz*, Snb, Pts*, Til*, Mg:', Fal*, V2*
cu2*, cd*, zû1", Ni2*
CÈ,IÉ, FÊl'. Ga}.
Sb(IID, As(II[), S(tV)

Au*, Ag*, Tlt Cut,
Hg3*, Iul+,It2+
Bilr, Tll+

Pb(w)

II.2. Incorporation des métaux dans la cellule

Dallinger, en 1995, fait le point sur les mécanismes de I'incorporation des métaux dans
la cellule et souligne les connaissances encore fragmentaires concernant la physiologie des
invertébrés vis-à-vis des mécanismes de prise des éléments traces.

La distinction entre métaux lourds et non lourds n'est pas adaptée du point de vue
biologique. La classification de Nieboer et Richardson (1980), décrite ci-dessus, est plus
explicative des interactions avec la membrane cellulaire par I'existence de formes ioniques
cationiques (classe a) ou de complexes métalliques (classe b). Les métaux de transition
peuvent présenter les propriétés des classes a et b. Les conditions du milieu modifient la
spéciation du métal et le degré de toxicité vis-à-vis des cellules (pH, potentiel redox,
compétition ionique, température, présence de matière organique, solubilisation). Les métaux
du groupe b peuvent se lier par covalence à des ligands organiques tels que les groupes alkyle
et méthyle en formant des complexes organométalliques non chargés et hautement lipophiles,
qui peuvent facilement traverser les membranes cellulaires particulièrement riches en lipides.

I.a3*, Gd3*, Yh, hl*, ScJ., Al3*
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Certaines espèces de métaux et les composés organométalliques traversent la membrane
cellulaire par hansport passif avec simple diffusion ou diffusion facilitée et tunnel protéinique
de perméases.

La diffusion simple concerne les espèces chimiques non chargées ; la diffusion facilitée
concerne les espèces cationiques des métaux de la classe a. Les éléments minéraux essentiels
tels Na*, f.. NAg'. et Ct* traversent ainsi la membrane mais également Cs*, Rb* et Sr2*. Dans
certains cas Fe2* et Zn2* suivent la même voie. Certains métaux traversent par simple
diffusion et par diffusion facilitée. Des métaux non essentiels toxiques peuvent pénétrer par la
même voie qu'un élément essentiel, c'est le cas de Cd2* compétiteur de Znz*.

D'autres métaux traversent la paroi par diffusion active nécessitant de I'ATP, c'est le cas
des Na*-K* ATPases avec flux sortant surtout de Na* et flux entrant de K*. D'autres ATPases
transportent les protons ou Ca2*. Généralement, les transporteurs ATPasiques sont hautement
spécifiques d'ions déterminés mais il a été démontré le passage d'éléments traces non
essentiels. Par exemple, chez les vertébrés, le cadmium traverse par les Ca'- ATPases ; le
thallium traverse par les Na*-K* ATPases en remplaçant K* avec une très grande toxicité
(rodenticide employé en agriculture). Le cuivre est transporté par une ATPase spécifique chez
I'homme.

Enfin, les processus d'endocytose et de phagocytose représentent une contribution
importante dans I'incorporation des métaux absorbés sur des particules (nourriture,
poussières) ou liés à des macromolécules.

L'endocytose génère des vésicules à < manteau > tapissées de clathrine d'environ 0,1 pm
de diamètre. Elle est généralement associée à un phénomène d'exocytose au pôle opposé de la
cellule. La phagocytose aboutit à I'englobement et à I'ingestion de grosses particules (l à 2
pm) ou macromolécules avec pénétration simultanée des métaux qu'ils soient à l'état pur,
absorbés sur des particules ou liés à des macromolécules (c/ transport du fer). Certaines
cellules sanguines sont spécialisées dans la phagocytose et le transport des métaux
(macrophages)

II.3. Devenir des métaux dans la cellule

L'incorporation du métal dans le compartiment intracellulaire est suivie d'une régulation
soit par élimination du métal au niveau des membranes basolatérales, soit par une
transformation intracellulaire faisant intervenir des ligands soit par une compartimentation
intracellulaire.

L'élimination au niveau des membranes basolatérales peut se faire vers le sang, vers une
cellule voisine, vers une cellule phagocytaire libre. Les processus d'élimination sont les
mêmes que ceux de I'incorporation r àiffurion simple, diffusion facilitée (par exemple Cd2*
emprunte les pompes àCa'-), transport actif, exocytose.

La biodisponibilité de certains métaux peut être contrecarrée par la liaison à certaines
protéines ou glycoprotéines en formant des complexes stables de métalloprotéines (:Cf.

chapitre métalloprotéines) avec détoxication. Les métalloprotéines sont stockées dans la
cellule ou libérées dans le sang.

La compartimentation peut représenter un moyen de défense contre les métaux. Par
exemple le système lysosomal peut accumuler les éléments traces essentiels et non essentiels.
Dans certaines cellules spécialisées des granules intracellulaires ont une fonction de stockage
de calcium mais aussi de plusieurs métaux (Cf. chapitre cellule à calcium de la glande
digestive, du tissu conjonctifet granules du néphrocyte).
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Ces granules se forment vraisemblablement avec une contribution du système lysosomal
qui par ailleurs est le récepteur final des métalloprotéines et les dégrade. Certaines
observations ont mis en évidence, dans la membrane du lysosome, des pompes ATP
dépendantes à protons fonctionnant vers la lumière du lysosome. Selon Dallinger (1995), il
n'est pas exclu que des cations métalliques puissent suivre cette voie spécifique vers la cavité
du lysosome ou un granule en formation.

La majorité des études ayant concerné jusqu'à ce jour le devenir de métaux fournis
expérimentalement sous forme de solutions ou présents sur site sous forme dissoute dans les
produits de percolation, nous avons orienté nos recherches de terrain vers une contamination
métallique de type prépondérant aérosols ou retombées sèches métalliques: ambiance
autoroutière, poussières d'aciérie, précipités d'hydroxydes métalliques d'une décharge
contrôlée, minerais métallifères (ancienne mine de cuivre). De même, la contamination
expérimentale a été réalisée à partir de poudre pure (zinc et plomb) ou de poussières
d'électrofiltres (aciérie). Ces types de contamination font appel principalement à des
processus d'incorporation cellulaire par phagocytose mais à l'aval, I'action des differentes
enzymes des lysosomes peut changer la spéciation des métaux avec une mise en æuvre de
certaines des voies métaboliques décrites ci-dessus. Une complémentarité fonctionnelle
intercellulaire peut également se développer et nous traiterons des capacités complémentaires
dans la glande digestive entre les cellules digestives et les cellules à calcium. La
complémentarité entre organes existe également et nous traiterons des capacités des
néphrocytes par rapport àIa glande digestive.
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Chapitre III : Données anatomiques histologiques et physio-
logiques comparées des gastéropodes ; spécificité
parmi les mollusques

Ce chapitre a pour objectif la présentation des connaissances déjà acquises concernant
successivement le tractus digestif, le rein, les cellules du conjonctif, du sang et du système
nerveux intervenant dans le métabolisme des métaux avec, en conclusion, la présentation du

schéma général de la coordination entre les différents types cellulaires intervenant dans le

métabolisme des métaux.

[I.1. Anatomie, histologie et physiologie du tractus digestif

III.1.1. Nutrition et digestion des Hélicidés. Aliment pour élevage

Une revue sur les données de bases de la nutrition et de la dégradation des fibres chez
les Hélicidés a été réalisée par Chanier (2000).

Les Hélicidés sont des phytophages opportunistes et polyphages. Le Petit-gris, Helix

aspersa aspersa, se nourrit, en milieu naturel, d'ortie, de picris (sorte de chardon) et de
graminées (chiendent, brome mou). Le mucus, indispensable à son déplacement, représente
en termes budgétaires une dépense moyenne de 20%o de l'énergie ingérée. En terrain sec, la

distance < profitable > à parcourir influence donc sa stratégie de recherche de nourriture.
L'escargot n'a pas de besoins alimentaires journaliers car la durée de son transit digestif est
d'environ 32 heures. Cette longue durée est typique des animaux phytophages et s'explique,
chez les Hélicidés, par la dégradation du bol alimentaire au niveau de trois sites :

- a :le jabot où la digestion extracellulaire semble être le fait d'enzymes
endogènes ;

- b : la glande digestive où la digestion intracellulaire s'opère notamment par des
hydrolases cytoplasmiques ;

- c : l'intestin où se produit une fermentation bactérienne.

Les fibres végétales que le Petit-gris semble dégrader le mieux sont les parois

cellulosiques pauvres en lignine (ex : les végétaux jeunes), les réserves des légumineuses
riches en mannose mais pauvres en galactose (ex : caroube, lupin) et aussi des lichens et des
champignons (se développant par exemple sur des végétaux morts). Par contre, les céréales
riches en amidon ne paraissent pas nécessaires, sauf si sa flore intestinale (en cours

d'identification) se révélait capable de dégrader ce polyoside de réserve.
La flore bactérienne des trois Hélicidés comestibles est fermentaire et certaines souches

produisent de I'hydrogène. Chez Helix aspersa aspersa, au moins une souche utilise aussi
I'hydrogène produit. Par contre, les escargots n'excrètent pas de méthane et en cela se

différencient des ruminants et de la plupart des termites.
Les nouveau-nés ont leur appétit stimulé par les excréments parentaux, ce qui peut-être

un moyen de colonisation bactérienne de leur tractus digestif. Cependant, ces même
excréments se révèlent toxiques pour des individus d'un mois environ et plus, d'où
I'importance du nettoyage des enceintes en élevage hors-sol.

L'amélioration de l'aliment fourni en héliciculture est un objectif de nombreux
chercheurs. L'alimentation utilisée était, au départ, constituée de végétaux afin de respecter la
phytophagie de ces animaux (Mason, 1977) puis, afin de faciliter la conservation et la
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distribution, c'est I'emploi d'aliments composés avec des formulations variées en oÂ de
participation des différents ingrédients d'origine végétale (tableau 1 1).

Tableau de lbrmulation d'aliments Dour esca

omposition des aliments (o/")4liment 1Aliment 2 {liment 3 A.liment 4 Aliment 5

Salade

Mails

Gluten de mais

Amidon de mai's

fourteau de soja

Corn distiller

Luzerne déshydratée

Sel

Vitamines + oligo-éléments

CaZPo4

Carbonate de calcium

Propionate de calcium

10,0

8,0

I  1 ,0

20,0

0,4

0,6

5 0

45,0

23,0

6,0

15,0

20,0

0,4

0,6

5 0

30,0

34,2

22,0

9,7

0,4

0,5

2,0

30,8

0,4

34,7

7 1  5

8,0

0,4

0,5

2,0

30,5

0,4

44,0

23,0

4,0

29,0

MI 100 rco rco 100 rco
Matière azotée totale

Cellulose brute

Calcium

Phosphore total

15,3
. t / )

18,4

I , l

l 5  ?

t ,2
t a ' 7

16,9

) 1

12,4

0,6

1 5 , 5

4 ,7

t2,4

0,6

* vitamine A : 750.000 UI

vitamine D3 : 225.000 LrI

vitamine E: 560 mg

cuivre : 75 mg/kg

Les aliments actuellement sur le marché relèvent soit d'une formulation INRA avec
indication du fabricant (Mesny, Genthon, Grésillon), ou commercialisation par UCAAB,
Sanders soit ont fait l'objet d'une amélioration des performances par le choix de nouveaux
ingrédients comme l'utilisation de lait en poudre (Gomot, 1994 ;tableau 12).

Parmi les éléments indispensables le calcium est un facteur limitant de la croissance des
mollusques (Foumié et Chétail, 1984). Il est fourni selon les formulations sous diverses
formes : phosphate de calcium, carbonate de calcium, propionate de calcium des foumisseurs
de produits chimiques (tableau 11), pierres calcaires broyées, coquilles d'escargots broyées,
coquilles d'huîtres broyées, algue marine calcaire broyée (Lithothamnium calcanum) (tableau
l2). Par ailleurs, il est, dans tous les cas, ajouté un complément de vitamines A, D3, E et,
selon la formule INRA, du cuivre à la concentration de 75 mg,/kg d'aliment. Certains auteurs
ont testé l'action d'un ajout de protéines (Conan, 1993) ou d'un ajout d'acides aminés et de
protéines (Gomot, 1994). Cet ajout de cuivre a pour justification le rôle physiologique de
I'hémocyanine, métalloprotéine contenant du cuivre et pigment respiratoire des gastéropodes.
Parmi les aliments pour bétail, un aliment dit < truie > contient également du cuivre et a été
également utilisé pour les escargots.
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Ayant pour objectif la contamination polymétallique des escargots, cette présence de
cuivre a toujours été recherchée d'autant que des mortalités ont été constatées par certains
héliciculteurs dans le cas de surdosages ou de mauvais mélange des ingrédients. De même, il
s'avère que l'ajout de vitamines n'est peut-être pas nécessaire car la flore bactérienne
intestinale en est génératrice.

Une amélioration très nette des performances a été constatée en présence de poudre de
Lithothamne (Gomot, 1994). Cet auteur note la présence d'une quantité notable de
magnésium associé au calcium alors que cet élément est peu présent dans les pierres calcaires
broyées ou les coquilles d'escargots broyées (tableau l3).

Tableau 13 : Teneurs en cations dans les différents compléments minéraux de I'aliment (d'après Gomot,
r994)

Cations dosés en mg/g
Comnlément minéral Ca- Mg'*

Lithothamne
Pierre calcaire
Coouille d'escarsot

350
450
450

30
J

0.1

Cette présence de magnésium est proposée comme l'élément favorable à la croissance
selon des avis également formulés antérieurement (Crowell,1973 ; Gomot et a|.,1986).

Gomot (1994) émet également l'hypothèse de la présence d'oligo-éléments (I, Cu)
pouvant avoir une action favorable sur la croissance et également celle d'oligopeptides isolés
à partir de plusieurs rhodophycées (Morse et a|.,1984).

Différents auteurs ont établi l'indice de consommation qui est la quantité d'aliment
nécessaire pour produire 1 kg d'escargots en poids frais dans des conditions d'élevage par
ailleurs définies (température, photopériode, hygrométrie).

Selon Charrier etDaguzan (1980a-1983) et Daguzan (1985a) cet indice est de 4,8 kg
pour les animaux nourris avec du chou et jusqu'à7 pour divers autres végétaux, et entre 0,8 et
1,3 kg selon I'aliment composé utilisé. Cet indice a été amélioré par Gomot (1994) avec une
variation de 0,8 à 0,5 selon I'aliment testé et la mise en évidence de l'effet favorable de
poudre de lait pendant la Nursery et de poudre de lithothaûlne en 2" " àge.

De nombreuses expériences d'apports de végétaux frais ont été réalisées en parcs
d'élevage extérieurs (tunnels). L'héliciculteur sème, soit en ligne soit en mélange, certaines
espèces avant de placer le naissain. Le colza se révèle plus attractif que la laitue, le trèfle
blanc et le chou. Dans tous les cas, la nourriture en poudre est fournie en plus et ad libitum
dans les mangeoires.

Gomot (1994) a montré que la composition biochimique (protéines, acides aminés,
lipides, glucides, minéraux) des espèces comestibles de gastéropodes pulmonés peut varier en
fonction de I'espèce, de I'alimentation et de la provenance (nature ou élevage). Ces
différences sont à prendre en compte dans des études écotoxicologiques en fonction de
l'affinité de certains micro-polluants vis-à-vis des lipides ou de leur liaison à des protéines
spécihques. Par ailleurs, la biominéralisation, très développée chez les gastéropodes, explique
I'existence d'une détoxication par incorporation de métaux dans divers types de concrétions
minérales.

Les dosages des macro-éléments P, Ca et Mg dans diverses espèces (Gomot, 1994)
donnent le classement suivant en fonction du pied ou des viscères (tableau 14) :
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Tableau l4 : Classement des différentes espèces d'escargots selon
Mg dans le pied et les viscères.
H.p.: Helix pomatia (escargot de Bourgogne); H.l.:

le dosage des macro-éléments P, Ca et

Helix lucorum; H.a.a. : Helix aspersa
aspersg lesca tit eris) : H.a.m. : Helk maxtma

Pied
% MS I Classemenl

Viscères
% MS I Classement

Ca 1à4"5 % H.p.>H. l .>H.a.a.>H.a.m.1 .3  à r .9% Différences moins nettes
P 0 , 4 à t % H.o>H.a.m.>H.a.a.>H.l t . t  à  1 . 3  % Différences moins nettes

Mp 0.3 à0.5 0Â H.a.m.>H.1.-H.a.a.>H.p.0.3 à0,7 % H.a.m.-H.a.a.>Hp-H.l

d'Algérie)

IIl.l.2. Etude anatomique et histologique du tractus digestif de Helix aspersu
sspersa - physiologie de la digestion chez les gastéropodes

Cette étude concerne tout d'abord une présentation générale du tractus digestif puis une
présentation plus approfondie de la glande digestive compte tenu de son rôle prédominant
dans les phénomènes de bioaccumulation des métaux.

III.1.2.1. Etude histologique du tractus digestif chez Helix ospersa aspersa et
physiologie de la digestion

Charrier (1995; 2000) propose un schéma récapitulatif des différents sites de la digestion
dans le tractus digestif qui superpose l'organisation cellulaire, I'origine et l'action des
différentes enzymes ainsi que la flore bactérienne.

Le tube digestif peut être sur le plan fonctionnel divisé en deux segments entre lesquels est
greffée la glande digestive :

- Le segment antérieur de I'orifice buccal à l'estomac est le siège d'une digestion
extracellulaire par un apport d'enzymes (oxydases) ayant notamment pour origine un
flux actif à partir de la glande digestive. Certaines cellules de la glande salivaire
sécrètent également des oxydases et des mucines. L'estomac est une aire de tri où les
particules prédigérées sont véhiculées soit dans I'intestin, soit dans la glande digestive
selon des critères de taille et de densité.

- La glande digestive assure de multiples fonctions avec d'une part les cellules à
calcium et d'autre part les cellules digestives à différents stades de leur cycle (cellules
sécrétrices, cellules digestives, cellules excrétrices). En phase de sécrétion, les
oxydases gagnent I'estomac et l'æsophage.Ladigestion intracellulaire s'opère par des
hydrolases.

- Le segment postérieur s'étend de I'intestin à I'anus avec successivement l'anse
intestinale proximale, I'anse intestinale distale et le rectum. La figure 7 représente les
différents types cellulaires et les enzymes principales.

Afin de distinguer le rôle respectif de la glande digestive et de I'intestin vis-à-vis de la
prise des métaux, c'est I'intestin proximal qui a été retenu pour l'étude histologique avec son
épithélium contenant des cellules à mucus et des entérohépatocytes selon Charrier (1995).
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Figure 7 : Diagramme du tractus digestif d'Helix ospersa asperss Mûller illustrant les différentes
câtégories cellulaires épithéliales, sous-épithéliales et glandulaires qui participent âu
processus extracellulaires et intracellulaires de la digestion (d'après Charrier, 1995).

-  G l a n d e s  s a l i v a i r e s : 1 = c e l l u l e à  c a l c i u m ; 2  = m u c o c y t e l l ; 3 = c e l l u l e  a l v é o l a i r e ; 4 =
cellule granuleuse ; 5 : cellule cystiques ;

-  Glandedigest ive:  A:cel lu leà calc ium; B=cel lu lesécrétr ice l  C =cel lu ledigest ive;  D=
cellule excrétrice ;

- Tube digestif : I: cellule absorbante; II = cellule muqueuse Ml ; IIl = cellule de stockage
entérohépatocyte; IV = cellule muqueuse M2 du typhlosole; V = cellule granuleuse de
I'intestin distal ; VI = cellule muqueuse sous-épithéliale rectale ;

- Tissu conjonctif interstitiel : a : cellule vésiculeuse de Leydig ; b: granulocyte à pores.
- = p a r t i c u l e s a l i m e n t a i r e s ; . . : m u c i n e s ; * = o s i d a s e s ; - : d é c h e t s ; à : s é c r é t i o n d e s

sulfomucines dirigées vers le bulbe buccal et l'æsophage; ô = sécrétion et flux d'osidases
assurant une digestion extracellulaire des aliments dans le jabot et I'estomac ; ) : passage de
micromolécules dans les conduits de la glande digestive ; + = absorption des micro-mollécules
par les cellules digestives et les cellules à calcium assurant une digestion intracellulaire et une
accumulation de substances, respectivement ; ) = circulation dans I'intestin et le rectum des
déchets provenant de I'estomac et de la glande digestive. Pour la clarté de la représentation, les
déchets provenant de la glande digestive sont représentés que sur le lobe postérieur; - =

absorption de nutriments (par les cellules intestinales et vers le tissu interstitiel).
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1II.1.2.2. La glande digestive des gastéropodes

De nombreux travaux concernent l'étude de la glande digestive des gastéropodes. En ne
retenant que ceux consacrés aux pulmonés, on peut citer Krijgsman (1925), Carriker et
Bilstad (1946), Thiele (1953), Billet et McGee-Russell (1955), Morton (1955 et 1956),
Abolins-Krogis (1960), Sumner (1965 et 1983), Walker (1970), Franchini et Ottaviani (1993).

Ces travaux portent sur la structure, l'ultrastructure et l'histochimie de la glande digestive
des pulmonés terrestres ou aquatiques en liaison avec ses fonctions physiologiques. D'autres
travaux concernent les gastéropodes Prosobranches et Opisthobranches. Il en sera fait mention
pour certains aspects de la physiologie pouvant enrichir la discussion.

Il est établi que la glande digestive est tout d'abord impliquée dans les processus de
digestion extra ou/et intracellulaire (selon les espèces) et secondairement dans les mécanismes
de défense (Reade, 1968; Bayne, 1974; Renwrantz et al., 1981 ; Ottaviani, 1990), dans les
processus de détoxication (Marigomez et al., 1986c), dans le stockage du calcium, la
régulation ionique et l'équilibre acido-basique (Carrlker, 1946; Thiele, 1953 ; Sumner, 1965)
et du glycogène (Gabe,1962; Kulkarni, 1981).

Les tubules et lobules sont constitués d'un épithélium
membrane basale.

En ce qui concerne le nombre de types cellulaires décrits
de la glande digestive, il en existe principalement de deux
Carriker. 1946: Thiele. 1953) :

- Les cellules digestives avec un cycle cellulaire (absorption et phagocytose ;
digestion intracellulaire ; fragmentation et régénération) et un cycle saisonnier
(Mukherjee et a\.,1995) avec plus de lipides en automne avant l'hibernation ;

- Les cellules basophiles ou cellules sécrétrices sont des cellules à calcium avec
ortho- (PO+'-) et pyrophosphate (P-O-P) associés à Ca, Mg, Mn, Cu, Co etZn;

- Accessoirement, il y a quelques mucocytes intercalés entre les deux types
cellulaires précédents.

Les tubules cofltmuniquent avec I'estomac par un système de canaux. Entre les tubules,
existe un tissu conjonctif contenant des lacunes sanguines, des cellules de stockage
(glycogène, calcium, lipides) et des cellules à fonction endocrine (Rebecchi et al., 1996:
cellules vésiculaires ; Sminia, 1972: VCTCs (Vesicular Connection Tissue Cells)).

La présence de cellules immunoréactives antisomatostatine dans le tissu conjonctif de la
glande digestive a été mise en évidence par Marchand et Colard (1991) et par Rebecchi er a/.
(1996) (tableau 15).

simple reposant sur une fine

dans la constitution des tubules
catégories (Krijgsman, 1929 ;

III. I. 2. 2. I. Les cellules digestives

La synthèse des différents documents permet d'établir
intracellulaire avec une succession des différentes étapes (selon
Viviparus ater):

- l" : formation des vésicules d'endocytose à clathrine ;
- zème: fusion des vésicules d'endocytose, perte

le schéma de la digestion
Rebecchi et al. (1996) chez

de la clathrine, formation
d'endosomes de plus en plus nombreux ;
3'*': fusion des endosomes avec des lysosomes apportant les hydrolases acides
(origine: Golgi);
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4'": formation de phagolysosomes avec corps résiduels et exocytose de ceux-ci
vers le tube digestif par rupture de la membrane plasmique
5"': fragmentation de la cellule digestive

111.1.2.2.2. Les cellules à calcium (figures I er 9)

Nous traiterons également, dans ce paragraphe, des cellules à calcium du tissu conjonctif
compte tenu de leur intervention dans le processus de détoxication.

Tableau l5 : Catégories cellulaires de la glande digestive des
(  on ionc l i l  in le r - tub i l la i re  ou  lobu la i re

(  e l l r r lo  à  ca lc iu tn  |  ( i ran t le  I  Cc l lu lc r
du  cor . ionr t i f  ]  ce l lu le r  I  in rmrrnor i rc t i rn

é r o c r i s t a u r l r é s i c u l a i r r * l { l l l )
{ lellules digcsti}€s

Rebecchi el L'iviparus ater
a1.,1996 (Prosobrancbe)

Un seul lype à dlllërents
stades de digestion

intracellulaire - Lipides 11
en autonme avant

hibemation

Digestion extracell ulaire
Cellules sécrétnces
Cellules excrélnces

Biswâs et
Ghose. 1968 .t 

'w?lrus.

Dasetill., ..!:'!i::t:

Phases lbnctiomelles:
Type I : cellules
vacuolaires
Type II : Cellules
granuleuses
prédominantes

Laevicaulis alte
(limnée terrstre -

Pulmoné)

l\fukheriee Pila globosa

et at.. f;gs (eâu douce)

Type I : cellules
vacùolalres
prédorninanles
Type II : Cellules
granùleuses peu
nombreuses

Type I : cellules
grmuleuses au niveau
aplca
Type II : Cellules
grmuleuses d'ure
manière uniforme

Cycle cellulaire l ié à la
marée

Helix Domatio
Rrugslnan' pulhoné

Cellules sécrétnces
Cellules digestives
Cellules excrétrices
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Figure 8 a et b: a : Photographie en MET d'une concrétion de calcium dans une cellule de la glande
digestive de Arion ater (échelle: 0,25 pm) (dans Cajaraville' 1995).
b Analyse élémentaire à la microsonde XD d'un granule minéralisé de la cellule
basophile ou cellule à calcium de Litnrtna littorea (Cajaraville, 1995) Association
PlCalUlg.

t
I

Figure 9 : Photographie en microscopie optique de la glande digestive de Littorina littorea avec cellules
digestives (D), cellules basophiles à calcium (B) et lumière du tubule (L) (échelle 50 pm)
(Cajaraville, 1995).

Fournié et Chétail (1982) fournissent une revue exhaustive de la distribution systématique
des cellules à calcium de la glande digestive des mollusques gastéropodes (tableau l6).
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Tableau 16 : Distribution des cellules à calcium épithéliales au niveau de la glande digestive des
Mollusques (d'après Fournié et Chétail, 1982)

Stylorfimdophores PrEsoôrEndres Opslhobrardles

A€olklia (111

Facstina lll)

(rI Brrturrh. rS:li (2) FËtd, 1885; (3, Cuàd, ræa; (.1 Msc ÂtunÀ l5ræ; t5l ltibrffii, 1925; {61
sirdr !r Hdhln, 1æ8; (7) ilsù$ul, rglgi (61 v8 lrrræ( 1964 pl wâ98t , r95r:lrûl Frod.
1952; ttl) Ihhh. lSSl; (r2l B8d d Ms Cr*Aurr.|I 1956; (l3l AùoaiË-t(|o0is' 1960; (14) Sati,
1962; (T5) Olvit Êl Gô8 . r96gi (16l Fgoy. tgÊli (r4:gnnr. r*il (r8) St'în r€66: (19)

ffiffi. 
19t9: (2Ol Walr.r, 19?q er) A.ro.r, r9?â, f22l Sm GsgrÀ 1g7t: (æl obfldon

Elles existent chez de nombreux Stylommatophores, chez quelques Prosobranches et chez
deux Opisthobranches mais non chez les Basommatophores.

Les cellules à calcium de l'épithélium acineux de la glande digestive, désignées aussi
cellules basophiles, sont, selon Marigomez et al. (1995) de forme pyramidale avec un
réticulum endoplasmique granuleux très développé, un complexe de Golgi, des granules de
sécrétion électrondenses et, très nettement visibles, des granules insolubles de phosphate de
calcium entourés d'une membrane, donc formés par minéralisation interne. Selon Foumié et
Chétail (1982), la membrane apicale présente quelques petites microvillosités. Les granules
lient principalement des métaux de la classe A (Mason et al.,1984 ; Marigomez et a1.,1990).

L'analyse élémentaire de ces granules, en dehors de la présence en quantité variable de
PlCa/}l{g, indique qu'ils sont les sites principaux de l'accumulation des métaux essentiels ou
toxiques. Selon les Mollusques étudiés, il s'agit de mélange en proportions variées de Ca, de
Mg et P et d'éléments traces (Pynnônen et al., 1987 ; Simkiss, 1981). La présence
d'anhydrase carbonique a été mise en évidence par Ireland (1986). Les métaux toxiques liés à
des protéines sont intégrés dans les lysosomes puis libérés dans les vacuoles contenant les
concrétions. Les concrétions calciques jouent principalement un rôle dans la régulation
calcique.

D'une manière générale, les cellules spécialisées dans la minéralisation intracellulaire
(cellules à calcium) different de celles impliquées dans la digestion intracellulaire (cellules
digestives). Les cellules à calcium de certains gastéropodes jouent un rôle identique à celui
des cellules R de la glande digestive des Crustacés qui diffèrent des cellules de type S.

111.1.2.2.3. La glande digestive et les métqLx

IlI.l,2Z3,l. Le systèrne lysosomal des eellules digestives

Comme indiqué précédemment, les cellules digestives sont hautement spécialisées dans
la digestion intracellulaire avec un système lysosomal spécialement développé (Cajaruville et
al.,1995). Les métaux toxiques, provenant soit du milieu intérieur (sang, hémocytes) soit du
milieu extérieur (particules alimentaires), peuvent être ingérés par endocytose ou
phagocytose. Ces cellules digestives peuvent, en effet, présenter une endocytose de
complexes de protéines associées à des métaux au niveau des membranes plasmiques basales
ou apicales (Marigomez et al., 1995). Par ailleurs, les cellules digestives effectuent la
synthèse de trois métallothionéines liant certains métaux (Dallinger, 1995 ; Dallinger et al.,
1997-1999). Le devenir des métaux liés aux protéines est une incorporation ultérieure dans le
système lysosomal avec une accumulation.

Hstix (1) (2) (31 (4)
(s) (9) (10) (r2)
{13} tls} (17)
( te)  (21)

Cepaea {3} t4) (11} (21)
Orycùilus {16)
V8ginulus (14)
Bensonla {22)
Achetim (E)
Succinêa (31 (18)
Tostac€lh (rA)
Umâr (11 {3) (1} (2ll
Ag.iolimsx (2) (3) (10) (?01
tuion {t} (21 F} (101 (1O

Henolis Ca

ercdnum (11)

Nâ33â {1 1)

Palu&ra (11)

Pomalias (231
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Les lysosomes jouent ainsi un rôle important de séquestration et de détoxication. En cas
d'excédent métallique, par exemple de cadmium chez Littorina,les lysosomes sont moins
nombreux mais plus volumineux, la stabilité de leur membrane est altérée et entraîne une
augmentation de la fusion de ceux-ci (Marigomez et a1.,1989). La même observation a été
faite chez les mollusques bivalves en présence de zinc, de cuivre et de cadmium (Etxeberria et
al.,1994).

Les dépôts de classe b selon Taylor (1995), de forme inégulière, contrairement aux
granules de classe a sphériques (Ç/ chapitre cellules à calcium), se forment dans les
lysosomes ou leurs dérivés (corps résiduels). Ces dépôts sont de taille plus petite que les
granules de type a (0,5 à 2 pm). Les métaux identifiés sont le cuivre, le cadmium et le
mercure mais aussi le zinc. Ces granules sont le résultat d'une activité physiologique normale
soit de la dégradation de métalloprotéines soufrées soit de celle des métallothionéines.

11I.12.2.32. L.es métalloprotéines et les rnétallothîonéines ehez les
gastéro,podes

Les Mollusques gastéropodes ont donné lieu, depuis une dizaine d'années, à la
recherche et à la découverte de protéines soufrées ou métallothionéines (MT) qui fixent
certains ions métalliques de la classe b ou de transition.

LreMmùwm

Les cellules digestives possèdent deux MT identifiées et séquencées. Dallinger (1995) a
publié une revue exhaustive des métalloprotéines des gastéropodes terrestres. Les escargots
terrestres se comportent comme des macroconcentreurs du cadmium, métal non essentiel et
toxique. Ils s'avèrent tolérants contre des concentrations élevées de cadmium dans leur
alimentation, jusqu'à 100 pglg de poids sec dans la nourriture (Berger et a1.,1993) en ce qui
concerne Helix pomatia.

Le cadmium montre un organotropisme presque exclusif pour la glande digestive qui
est l'organe de stockage à long terme de ce métal.
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Tableau l7 : Séquence primaire des acides aminés d'une métalloprotéine d'Helix pomutia. La protéine a
été purifiée par des techniques chromatographiques, incluant une HPLC en phase inverse.
La protéine purifiée est S-méthylée et clivée par différentes enzymes comme la trypsine,
I'endoprotéinase Glu-C, I'endoprotéinase Asp-N et I'endoprotéinase Arg-C. Les produits de
clivage ont été fractionnés par HPLC et séquencés. Le fragment de peptide (BI*-) contient
sept acides aminés mais pas de cystéine (d'après Dallinger, 1995)
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Le métal est localisé dans la fraction cytosolique des cellules basophiles ou cellules à
calcium.

La métallothionéine a été isolée par chromatographie sur gel et par HPLC (figure 10).
Le séquençage a été réalisé chez Helix pomatia (tableau l7).

La structure primaire pennet de classer cet isoforme de métallothionéine dans la classe
I, c'est-à-dire les métallothionéines dont les cystéines sont situées en même position que
celles de la métallothionéine de rein de cheval. Les caractéristiques sont les suivantes : 66
acides aminés ; 18 cystéines ; poids moléculaire: 6.620 Da; nombre d'atomes de cadmium
liés par molécule : 6 (en deux domaines de 3 cadmium) (tableau 18).
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Figure 10 : Modèle de fractionnement de la métallothionéine liée au cadmium de la glande digestive
d'Helixpomatia exposé au métal après une HPLC en phase inverse. Graphique supérieur:
absorption à 254 nm après élution dans un gradient de Solvant B (25 mM Tris-HCL dans 60
oÂ d'acétonitrile, pH 7,5). Graphique inférieur : concentration en cadmium dans le pic
élution de métallothionéine (d'après Dallinger, 1995)
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Tableau l8 : Structure primaire d'une métallothionéine d'Helix pomatiu. Encadré : position des résidus

de cystéine (d'après Dallinger, 1995)
1 l o - z 1 l
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Les métallothionéines sont induites rapidement à la suite d'une exposition au cadmium et
après cessation de l'exposition, la concentration en métallothionéines et la saturation en

cadmium de cette protéine demeurent à un taux élevé sur une longue période de temps (figure

1  1 ) .
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Figure ll: Expérience à court terme montrant I'inductibilité et la saturation en cadmium de la Cd-

métallothionéine d'Helix pomatia. Les animaux ont été nourris avec un régime riche en

cadmium pendant trois jours (axe des abscisses, barre noire). Après ce temps, les escargots

ont été nourris avec une alimentation non contaminée jusqu'à la fin de I'expérience.

Graphique supérieur : concentration en métallothionéine (en 7o des animaux témoins).

Graphique inférieur : teneur en cadmium de la protéine (exprimée en 7o de saturation, en

référence à la métallothionéine entièrement saturé)

Contrairement aux métallothionéines de vertébrés qui simultanément se lient à plusieurs

métaux Cd, Cu etZn,les escargots possèdent un isoforme de métallothionéine spécifique du

cadmium et qui agit en le détoxifiant.
Bebianno et Langston (1995-1998) ont mis en évidence l'induction et la durée de demi-vie

des métallothionéines chez Linorina littorea en présence de cadmium. Le turn-over dépend de
I'organe: 69 jours pour les branchies; 160 jours pour le rein; sans doute un temps beaucoup
plus long pour la glande digestive. L'élimination du cadmium par les branchies et le rein est

beaucoup plus lente avec un turn-over supérieur à 300jours. Pendant la phase de détoxication,
la concentration en cadmium de la glande digestive continue à croître, ce qui démontre une
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remobilisation à partir des autres tissus. En comparaison avec les Mollusques bivalves et les
mammifères, le complexe cadmium-métallothionéines apparaît comme beaucoup plus stable
et même si une partie des métallothionéines est dégradée, une nouvelle synthèse a lieu en
présence du cadmium libéré. Le dosage des métallothionéines chez les gastéropodes
représente ainsi un marqueur spécifique de la pollution métallique et il est de plus en plus
utilisé dans la biosurveillance.

b. Xe ztwc et Xe ewùwc (Wt:eal

Le zinc et le cuivre sont des métaux essentiels pour les gastéropodes.
L'hémocyanine est une protéine cuprique responsable du transport de I'oxygène dans

l'hémolymphe et par exemple, l'enzyme anhydrase carbonique, enryme clé du métabolisme
du carbonate de calcium, nécessaire à la construction de la coquille, contient du zinc.

Selon la rewe de Miller (1994),I'hémocyanine est une protéine respiratoire contenant du
cuivre (figure l2).En ce qui concerne les Mollusques, elle est présente chez les chitons, les
gastéropodes et les céphalopodes, occasionnellement chez certains bivalves. En microscopie
électronique, la molécule se présente comme un cylindre creux avec, en vue latérale, une
structure tri-lamellaire et, en vue axiale, une symétrie d'ordre 10 du fait de la présence de l0
sous-unités et la hauteur est de 30 nm. Le poids moléculaire est de 9 x l0o g/mol. Chaque site
de fixation de l'oxygène comporte deux atomes de cuivre liés par covalence. Un atome de
cuivre (site B) est lié à trois histidines, le deuxième est lié à deux histidines. Toutes les
hémocyanines de Mollusques présentent 60 domaines de liaison pour l'oxygène. Les sous-
unités ont été particulièrement bien étudiées chez Helix pomatia (Van Breemen et al., 1975).
Des séquences complètes de certains domaines ont été publiées (Drexel et al.,19871'Xin et
al..1990\.

Helix pomatia

Figure 12 : Hémocyanine de coefficient de sédimentation 100 S d'Helix pomatia (ir Miller, 1994) et
interprétation de la structure décamérique. Les études cristallographiques montrent
I'existence de deux sites actifs (A et B) de fixation de Cu avec I'oxygène positionné entre les
deux sites d'une manière symétrique. Chez les Mollusques, sur le site A, le cuivre est lié à
deux résidus histidine. le troisième résidu est inconnu. Sur le site B le cuivre est lié à trois
résidus histidine
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Les gastéropodes présentent des voies métaboliques du cadmium différentes de celles du
zinc et du cuivre. La majorité du zinc soluble de la glande digestive n'est pas liée à des
métallothionéines mais à des ligands de poids moléculaire inférieur (Dallinger et aL.,1993b).

Le cuivre est lié à deux métallothionéines (Dallinger et al., 1997-1999). Une première
métallothionéine située au niveau du pied et du manteau, n'a pas de rôle de détoxication mais
un rôle biologique essentiel en stockant du cuivre, utilisé dans la synthèse de I'hémocyanine
(Cf, chapitre pore cell). Une seconde métallothionéine, en cours d'identification, est située
dans la glande digestive avec un rôle de détoxication du cuivre.

Avec la présence de trois métallothionéines dont deux dans la glande digestive,
actuellement identifiées (1 MT-Cd, I MT-Cu), les gastéropodes peuvent, en présence de
cadmium, maintenir, sans interference, le métabolisme des éléments traces essentiels comme
le zinc et le cuivre en permettant ainsi leur régulation. Cette spécificité explique, sans doute,
la grande résistance des escargots terrestres vis-à-vis de concentrations environnementales
élevées en cadmium.

fue fatr ct Xwfuwrww.fewûre

Taylor (1995) choisi comme exemple du transport de métal dans la cellule le cas du fer.
Celui-ci est transporté dans le sang par la ferrotransferrine, une glycoprotéine de poids
moléculaire 80 KD qui présente deux sites de fixation pour le fer. En absence de fer, cette
protéine est capable de lier Al, Cr, Co, Cu, Mn et Ya.Latransferrine se fixe sur les récepteurs
spécifiques de la membrane puis, par endocytose, se retrouve dans des vésicules à clathrine.
La fusion avec d'autres vésicules forme un endosome qui libère le fer dans le cytoplasme et
recycle la transferrine vers la surface de la cellule. La régulation est opérée soit par celle des
récepteurs à la transferrine soit par une modification de la synthèse de ferritine. La ferritine
peut-être dégradée dans les lysosomes et le résidu est désigné hémosidérine. Les cellules
réceptrices du fer sont les cellules en croissance, les cellules du foie et les cellules de I'intestin
(Dallinger, 1995).

MX.X.2"2.3"3" Les eçXtrates ù eq,XetwTn et teur eqp'araité
d'tnaurpotatian de tnët@,t# dans Xcs @refrétùaw

Selon Mason et Simkiss (1982), les cellules à calcium sont le lieu de stockage de
nombreux métaux au niveau des concrétions formées de couches concentriques. Taylor et al.
(198S) ont montré que chez Helix aspersa leur morphologie peut être modifiée par une
incorporation de manganèse s'il est présent à un niveau considéré comme excessif. Les
concrétions de la glande digestive des escargots, formées de di-phosphate de calcium et de
magnésium, appartiennent à la classe a des concrétions (Taylor, 1995) décrites comme
associant le métal à I'oxygène des carbonates, oxalates, phosphates ou sulfates avec une
affrnité O>N>S alors que la classe b des métaux (ff cellule digestive) présente une
association du métal avec des ligands soufrés ou azotés selon une affinité S>N>O. Cette
classification correspond aux classes a et b des métaux (Cf. chapitre classification des
métaux). Les métaux dits intermédiaires ou de transition entre les classes a et b peuvent se
trouver dans l'un ou I'autre tlpe de granule a ou b. Par exemple, les conc^rétions de la cellule à
calcium peuvent stocker Sla lclasse a) mais aussi Mn2*, Fr'*, Co2*, Zn2* (métaux de
transition).
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Les caractéristiques des concrétions de classe a sont leur état amorphe et hydraté (usqu'à
20Yo d'eau) ainsi que la présence de composés organiques. Selon Taylor (1995) et d'après les
travaux de Greaves et al. (1984), Simkiss et al. (1990) et de Simkiss (1991), la présence de
cette matière organique agirait comme inhibiteur de cristallisation et la persistance de l'état
amorphe permettrait de conserver la potentialité de fixer des cations extérieurs, dont des
métaux, d'autant qu'un réseau de canaux est suggéré au sein de la substance amorphe, ce qui
rendrait possible leur incorporation.

Dans la cellule à calcium, les auteurs, cités dans la re\ue de Taylor (1995), considèrent que
les concrétions jouent des rôles multiples tels que :

Une contribution à l'équilibre acido-basique ;
Une réserve ionique utilisée selon les besoins physiologiques ;
Une contribution au processus de détoxication intracellulaire ;
Une possible réserve d'énergie en régulant les phosphates pour les fonctions
nécessitant de I'ATP.

Les concrétions des cellules à calcium jouent un rôle dans la détoxication des métaux.
Après pénétration dans l'organisme, la liaison des métaux avec des complexes insolubles

décroît la quantité de métal circulant pouvant agir sur I'activité enzymatique. Cette liaison est
possible selon les métaux soit avec des protéines soit avec des concrétions minérales
amorphes.

Les protéines de la classe des métallothionéines fixent les cations divalents tels que Cd,
Cu, Hg, Ag et Zn. Ces protéines sont parfois concentrées dans des organes particuliers avec
formation de granules contenant des métaux. Ces granules sont interprétés, dans le rein des
Mollusques lamellibranches, comme des produits d'oxydation, polymérisés, des lysosomes
(George et al.,1979,1982 et George, 1983).

Les métaux toxiques divalents, sans site de fixation sur les groupements SH, peuvent se
lier à des concrétions intracellulaires minérales amorphes se formant sur des matrices
organiques comme cela a été mis en évidence par Howard et al. (198I) chez Helix aspersa.
De nombreux invertébrés produisent de telles concrétions de nature calcique (George, 1982).
Certains auteurs ont émis I'hypothèse que cette incorporation, dans les concrétions, représente
une fonction de détoxication (Simkiss, 1981). Il en est ainsi des concrétions des cellules à
calcium de la glande digestive des Mollusques gastéropodes et des Crustacés (Simkiss, 1981 ;
Becker et al.,1974) lorsqu'elles sont libérées dans le tractus digestif puis éliminées avec les
fécès.

Pour d'autres invertébrés, tels que les Mollusques unionidés qui présentent de telles
concrétions de phosphate de calcium, dans les branchies, avec solubilisation lors de la
reproduction et utilisation du calcium dans la confection de la coquille des glochidies, la
libération simultanée de métaux toxiques représente, au contraire. un risque de toxicité pour
I'animal et ses larves (Silverman et al., 1996). L'utilisation de6szn et asCa, <<invitro>>, a
permis à ces auteurs de montrer qu'en fait, et par rapport aux concentrations dans le sang, les
concrétions branchiales hyper-accumulent le calcium mais pas le zinc présent à de faibles
concentrations qui restent inchangées si on augmente la concentration en utzn duns le milieu.
La partie organique des concrétions contient des protéines spécifiques liant le calcium et
pouvant également fixer des cations divalents (Mn, Ee, Mg, Zn) avec P comme anion.
L'analyse X montre que les concrétions des témoins contiennent Ca, Mn et Fe avec peu de
Mg et Zn maisjamais de Cd, Pb ou Hg. La comparaison entre les concentrations en zinc dans
les concrétions et les concentrations dans les tissus montre que ces dernières sont supérieures.
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Les concrétions branchiales des unionidés ne présentent pas d'activité spécifique élevée de
frxation du zinc, par contre elle est très importante vis-à-vis du calcium. De même, la
concentration en manganèse n'augmente pas après ajout de manganèse dans le milieu alors
que sa concentration dans le sang augmente. Par contre, si la concentration en calcium
augmente dans le sang, elle augmente aussi dans la concrétion.

La fonction de détoxication qui existe pour certaines concrétions calcifiées ne peut donc
être généralisée. De même que les concrétions représentent des fonctions différentes, stockage
de calcium lors de la mue et de la métamorphose (Grodowitz et Broce, 1983 ; Sparkes et
Greenaway,7984), régulation des excédents de calcium intracellulaire (Becker et al.,1974),
réserve de calcium pour la reproduction (Silvermanet al., 1987; Fournié et Chétail, 1984),
fonction de détoxication (Simkiss, l98l ; Mason et Simkiss, 1982),leur nature est également
differente : phosphate et pyrophosphate de calcium ou carbonate de calcium (Cf.paragraphe
sur les cellules à calcium du conjonctif des escargots).

La connaissance de la partie organique des concrétions est également encore incomplète.
Dans le cas des concrétions branchiales des unionidés, une protéine, fixatrice de calcium et
proche de la calmoduline par son poids moléculaire et ses propriétés antigéniques, a été mise
en évidence (Silverman et a|.,1985).

Les concrétions de phosphate de calcium des branchies ne se lient pas indifferemment à
tous les cations bivalents, il y a un choix spécifrque.

iln.X.2.2.3.4. Disexvntnaiiqn des métq1lx par tes eehhutw
qeeuï,ruxsfi\ iqes dp métau#

L'expérience la plus démonstrative est celle réalisée par Simkiss (1981a) par injection de
radioéléments dans le sang de Helix aspersa.

Dans deux protocoles expérimentaux < in vivo r, les radioéléments injectés sont s7Mn2*,
tnF"'*, uocot*, 

"zn'*,8ssr2+- 
l0ecd2+ et 203Hg2*. Le sang est prélevé 6 heures après l'injection

et au niveau de la glande digestive deux comptages sont réalisés :

- Les granules des cellules à calcium sont isolés et les doses accumulées de chaque
isotope permettent d'établir le rappo$ d'activité qui se classe dans l'ordre suivant :
s érie I : Mn2*>Fe3 

* >Znz* > C o2*>C d2*>H g2*> S 12* ;
- Une portion totale de la glande digestive est analysée et le rapport d'activité se

classe alors dans I'ordre suivant :
Série II : Mn2*>Fe3*>Cd2*>Hg2* >Zr]* > Cot*>S.2*

Un troisième protocole est réalisé in vitro. L'hémolymphe est enrichie avec les radio-
isotopes, équilibré avec 5Yo de COz et 95oÂ de Oz et agité pendant 6 heures avec un lot de
granules préalablement isolé. Après lavage, les granules sont séparés du sang et la
radioactivité des deux constituants est évaluée. Le rapport d'activité se classe dans I'ordre
suivant :

s érie II I : Mn2*> F e3*> sr2*>Hg2* > cd'* >zn2*>c o2*

La série I, qui concerne les granules isolés in vivo, montre la discrimination des
groupes de métaux :

- Mn, Fe, Zn et Co, métaux de la classe a, sont incorporés préférentiellement dans les
granules de pyrophosphates de calcium

trois
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Planche I : Résultats des études de détoxication des métaux par
incorporations, dans les concrétions, de phosphate de
calcium selon Nott et Nicolaidou (1990)

A. Chaîne alimentaire :

L'incorporation des métaux est réalisée chez les proies Chlamys (rein), Littorina
(glande digestive), Balanus (cellules du conjonctif). Les carnivores Nassarius et
Nucells se nourrissent des proies et leurs boulettes fécales contiennent les granules de
phosphate de calcium de la proie avec conservation des métaux.

B. Microanalyse X:

B.A : Granule de Littorina.
B.B : Granule dans les fécès de Nassarius.

Seuls K et Cl ne sont plus détectés.

C. Microunslyse X :

A : Granule de Littorina exposée auzinc.
B : Granule dans les fécès de Nassarius.

Le zinc est conservé.

D. Microanalyse X :

A : Granule du rein de Chlamys exposé au zinc et au manganèse.
B : Granule dans les fécès de Nassarius.

Il y a rétention de Ca, Mn et Zn.

E. Microanalyse X :

A : Granule du tissu conjonctif de Balanus ayarfi incorporé du zinc.
B : Granule dans les fécès de Nucella.

Il y a rétention du zinc.
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Cd et Hg, métaux de la classe b, sont liés à des protéines intracellulaires et se trouvent à un
niveau inférieur dans la fraction < granules >

- Sr, métal de la classe a, fait l'objet d'une discrimination spécifrque.

La série II qui conceme la glande digestive, c'est-à-dire les granules et les autres
constituants cellulaires, se caractérise par un mélange de differents processus, à savoir
l'incorporation à des granules et la liaison avec des protéines. Leur présence en quantité dans
le cytoplasme, hors granule, intercale Cd et Hg entre Mn, Fe et Zn, Co, Sr se distingue
toujours par une discrimination.

La série III réalisée, in vitro, montre I'annulation de la discrimination vis-à-vis de Sr. Par
ailleurs, il est proposé qu'en fonction de la teneur en 02, Co2* soit oxydé en Co3* et stabilisé
par liaison avec des groupes amines de protéines.

Le schéma explicatif global fournit par Simkiss (1981b) et repris par Taylor (1995), est
donné en fisure 13 :

Figure 13 : Interprétation cellulaire des expériences isotopiques utilisant des métaux. Un groupe de
métaux s'accumule dans le cytoplasme, mais pas dans les granules. Ceux-ci sont interprétés
comme liés aux protéines de type métallothionéines. Un deuxième groupe s'accumule dans
des granules de pyrophosphates tandis que quelques-uns (ex: Sr) sont rejetés par la cellule
(d'après Taylor, 1995).

L'influence de l'incorporation de manganèse et de zinc sur les concentrations en calcium et
magnésium des granules a fait l'objet d'un protocole expérimental et d'une approche
théorique par Simkiss et Taylor (1994).

Il s'avère que I'incorporation rapide de manganèse se fait aux dépens de celle du calcium
alors que le zinc, qui s'incorpore moins vite, diminue les concentmtions des deux cations
calcium et magnésium. Les calculs théoriques sur les substitutions ioniques, selon les
principes de la chimie, corroborent ces observations.

Toutes ces observations, vis-à-vis des cellules à calcium, concernent, comme indiqué sur la
figure ci-dessus, une fonction épuratrice et détoxifiante de ce type cellulaire de la glande
digestive vis-à-vis d'une possible contamination métallique du sang, compartiment dans
lequel il faut tenir compte du rôle important des hémocytes transportant les métaux.
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1ll.1.2.3.5. Biaminéra[[sqtion et capa.cité de d'étaxteatïan des
métqrax dsrv Is, chaîne s,timqnts,ire (p,lanc.he Iù

Nott et Nicolaidou (1989a, 1989b et 1990) ont montré, en milieu marin, que les métaux,
contenus dans les concrétions de phosphates de calcium et de magnésium des invertébrés
planctophages ou détritivores qui sont la proie de gastéropodes carnivores, ne sont pas

biodisponibles pour ceux-ci car il n'y a pas de dissolution ou une très faible dissolution (la

membrane qui entoure les concrétions est elle-même conservée après passage dans le tube
digestif prédateur) et se retrouvent dans les concrétions des boulettes fécales. De ce fait, lors
de la progression dans la chaîne alimentaire, il y a réduction de la biodisponibilité des métaux.
La biominéralisation peut être, dans ce sens, considérée comme un processus efficace de
détoxication s'opposant à la bioamplification le long de la chaîne alimentaire.

Les auteurs citent ce processus entre les espèces suivantes :

Tableau l9 : Biominéralisation le long de la chaîne alimentaire chez des Mollusques marins (d'après Nott

La composition élémentaire des concrétions est réalisée par microanalyse X en
microscopie électronique à balayage (SEM) ou par microanalyse X en microscopie
électronique à transmission (MET). Seuls les éléments les plus solubles (K et Cl) sont libérés,
totalement ou partiellement, des concrétions de phosphate de calcium et de magnésium. Par
contre, les concrétions de carbonate de calcium et de magnésium du tissu conjonctif de
Littorina littorea sont attaquées dans le tube digestif du prédateur. Elles ne contiennent que

Ca et Mg et pas d'autres métaux.
Le pH du liquide digestif est assez bas pour dissoudre les concrétions de carbonates mais

pas assez pour dissoudre les phosphates. Walker et al. (1996) ont pu, grâce à des micro-
électrodes, mesurer le pH de l'estomac (pH : 6,0), de la glande digestive (pH : 6,52) et de la
glande salivaire (pH: 6,82) chez la limace Deroceras.

En fin de compte, les métaux incorporés aux concrétions de phosphate de calcium et de
magnésium se retrouvent inchangés dans les boulettes fécales du prédateur et s'incorporent,
sous cette forme, au sédiment. Une stratégie de moindre biodisponibilité des métaux lourds
est ainsi réalisée et efficace" réduisant la concentration de la chaîne alimentaire.

et Nicolaidou

Proie Prédateur
Fécès du prédateur (boulettes

fécales)

Gastéropodes

Cerithium vulgatum
Concrétion de phosphate de calcium dans la
slande dieestive + métaux + P. Ca. Ni

Murex
trunculus

Concrétions de phosphate de
calcium + métaux + P, Ca, Ni

Littorinu litlores
Concrétion de phosphate de calcium dans la
glande digestive (taille : I à 2 pm) + métaux
+ p, Mg, Ca, K, S, Cl, Zn

Nassarius
reticulatus

Concrétion dans les fecès
provenant de Littorina littorea

+ P, Ca, Mg, Zn, (K)

Lamellibranche
Chlamys opercularis

Concrétion de phosphate de calcium dans le
rein -F métaux + P, Ca. Na, K, S. Mn, Zn

Nassarius
reticulatus

P, Ca, Na, K, Cl, S, Mn,Zn

Crustacé

Bulsnus balanoides
Concrétion de phosphate de calcium dans
les cellules du parenchyme entourant
I'intestin + métaux + P. Cl. Na. K. Zn

Nucella
lapillus

P, Ca, Na, Mg, (Cl), Zn
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Dallinger (1993) propose d'appliquer cette notion aux chaînes alimentaires terrestres
lorsque les processus de détoxication aboutissent à la formation de concrétions ne libérant pas
les métaux chez le prédateur ou le détritiphage. Par contre, la fraction de cadmium liée aux
métallothionéines peut être plus facilement biodisponible pour les prédateurs car le métal est
libéré de la protéine en milieu acide tel qu'il existe dans le tractus digestif des
consommateurs.

IlI.2. Anatomie, histologie et physiologie du rein des gastéropodes

Compte tenu du nombre de travaux traitant de l'excrétion chez les invertébrés, il est utile
de se référer à la revue de Bouillon (1960) comportant 101 réferences (depuis 1897), parmi
lesquelles 28 concernent plus spécialement les mollusques, mais peu de réferences concernent
les gastéropodes pulmonés.

La nature de I'excrétionazotée, chez les gastéropodes, est variable et semble dépendre en
grande partie du milieu dans lequel ils vivent.

- Les gastéropodes marins sont ammonotéliques. Le produit final de l'excrétion azotée
est l'ammoniaque ;

- Les gastéropodes d'eau saumâtre sont intermédiaires entre l'ammonotélie et
l'uricotélie ;

- Les gastéropodes terrestres sont uricotéliques. Le produit final de l'excrétion azotée est
I'acide urique ;

- Les gastéropodes d'eau douce présentent une grande diversité, par exemple, le rein de
la Paludine est riche en acide urique, mais Hydrobia jenkensi en contient peu. Cette
dernière espèce n'aurait envahi que récemment les eaux douces (1900).

III.2.l. Le rein de Helix pomatia (Bouillon, 1960) (figure 14)

Nous retiendrons de ce travail concernant la première étude ultrastructurale des cellules
rénales de mollusques (Helix pomatia, gastéropode pulmoné terrestre) les données essentielles
suivantes illustrées par certains clichés de I'auteur.

L'appareil excréteur est formé de deux parties :

Le rein, à parois fortement plissées, désigné < rein d'élaboration >,
Le canal excréteur qui longe d'abord le rein du côté externe du péricarde (uretère
primaire ou vessie), puis longe le rectum (uretère secondaire) pour déboucher au côté
de I'anus, au niveau du pneumostome.

Le rein est constitué d'un sac dont la paroi inteme est fortement plissée, avec la formation
de lamelles laissant, au centre de I'organe, une lumière rénale. Une lamelle rénale est formée
par I'accolement de deux feuillets de cellules excrétrices, entre lesquelles, on distingue des
sinus sanguins, des muscles lisses, du tissu conjonctif. Dans le sinus sanguin, des cellules
contiennent des inclusions riches en lipides. Les auteurs les considèrent comme étant des
hémocytes chargés des produits d'excrétion. Les déchets arrivent au rein, uniquement par voie
sanguine, et sont éliminés sous forme d'inclusions puriques.

Chez les pulmonés terrestres, le péricarde n'intervient pas dans la fonction rénale. La
communication réno-péricardique est petite.
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L'épithélium rénal est formé de cellules prismatiques avec une bordure en brosse peu
développée, avec, dans la région apicale, une volumineuse vacuole contenant une ou plusieurs
concrétions cristallines. Le noyau, riche en chromatine, est refoulé vers la base. Le
cytoplasme apical est peu épais et contient des mitochondries, des granules P.A.S. positifs
(mucopolysaccharides) ainsi que des granules contenant des phosphatases. Le cytoplasme
basal contient des mitochondries ovalaires, des inclusions mucopolysaccharidiques et des
granulations volumineuses, très osmiophiles, désignées < granules jaunes >, constituées de
lipofuscines qui sont en fait un produit d'oxydation des phospholipides à différents stades
d'oxydation. Selon Turchini in Bouillon (1960), certains produits terminaux formeraient, dans
la vacuole apicale, le substratum des concrétions cristallines. Selon Bouillon (1960), ces
granules proviennent d'une évolution de certaines mitochondries, sont expulsés de la cellule
et ne participent pas à la constitution des concrétions.

Les concrétions ont fait I'objet d'une description depuis 1924. Des anneaux concentriques
(de 3 à 7) entourent un ou plusieurs noyaux. Le nombre d'anneaux augmente avec la
croissance de la concrétion. Dans certain cas, la vacuole apicale peut contenir plusieurs
inclusions qui pourraient résulter du fractionnement d'une concrétion en fin de constitution.

En vie active, les concrétions sont de toutes tailles. Pendant I'hibernation, la taille
s'uniformise.

Figure l4 : Concrétions rénales de Helixpomstiaselon Bouillon (1960)
a : Faible grossissement montrant le noyau central (N) et les couches concentriques (c.c.) ;
b : Grossissement supérieur montrant l'électrondensité des couches concentriques.

L'expulsion se fait par déchirure de la membrane apicale. Le devenir ultérieur de la cellule
fait I'objet d'hypothèses, à savoir une destruction ou une reconstitution. L'observation de
cellules à grande vacuole vide oriente Bouillon (1960) vers la deuxième hypothèse. Par
ailleurs, lors de I'hibernation, les cellules rénales se résorbent en un syncytium bourré
d'inclusions excrétrices, de débris cellulaires et de mitochondries.
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Les concrétions sont d'un blanc brillant en lumière réfléchie, biréfringentes en lumière
polarisée. Les recherches antérieures à Bouillon (1960) les considèrent comme constituées,
soit seulement d'acide urique, soit d'acide urique et de guanine. Après la réalisation de tests
histochimiques à la murexide, Bouillon (1960) souligne la nature complexe de ces
concrétions. Les anneaux résulteraient de dépôts successifs de composés puriques avec
probablement de la guanine. Selon Peschen (1939), il y aurait 20Yo de guanine dans les reins
d' Helix pomatia,le reste étant de I'acide urique. D'autres auteurs (Delaunay, 193 1) signale la
présence d'urée chez Helix pomatia et I'excrétion de Arion ater s'effectuerait presque
exclusivement sous cette forme. Le noyau des concrétions serait riche en sels de calcium. La
nature exacte du noyau central demeure encore inconnue mais selon Bouillon (1960), il est
peu probable que les pulmonés terrestres excrètent massivement des sels de calcium
normalement retenus et mobilisés pour l'édification de la coquille. Les concrétions de Helix
pomatia présenteraient une analogie avec les concrétions d'urate des tubes de Malpighi de
l'insecte Gryllus domesticus dont les granules sont formés de couches concentriques alternées
d'urate de calcium et d'acide urique avec des traces d'un mucopolysaccharide (Berkaloff,
1959). Des couches concentriques, enrichies en lipides soudanophiles et très osmiophiles
(couches sombres) alternent avec des couches d'acide urique à faible contraste en observation
par microscopie électronique à transmission. La nature des lipides est encore inconnue. Enhn,
un mucopolysaccharide acide se localise dans la couche la plus périphérique et autour du
noyau central.

L'origine et la nature de l'ébauche du noyau central sont discutées par Bouillon (1960).
Chez Gryllus domesticus,Berkaloff (1958) montre une formation dans une vacuole centrale
avec un dépôt de couches successives d'acide urique et d'urate.

Enhn, la membrane basale présente de nombreuses invaginations, augmentant la surface
d'échange, caractéristiques des cellules filtrant le milieu intérieur.

Le canal excréteur du rein est formé par I'uretère primaire appelé également poche
néphridienne ou vessie. Ce canal excréteur n'est pas un simple canal mais un rein de
résorption et de sécrétion ; il joue un rôle primordial dans les transferts d'eau et de divers
électrolytes de l'urine vers le sang. En effet, les lamelles de la poche néphridienne sont
constituées de deux types de cellules :

- Des cellules pyramidales ciliées, basophiles, entraînant vers l'extérieur les produits
d'excrétion

- Des cellules à bâtonnets qui ont une fonction d'absorption et qui possèdent des
microvillosités apicales très développées (bordure en brosse) ainsi que des
invaginations de la membrane basale, créant des espaces extracellulaires pénétrant sur
presque toute la hauteur de la cellule. Il y a de nombreuses mitochondries qui se
placent entre les invaginations. Le noyau est localisé vers le pôle apical. Le cytoplasme
ne présente ni ergastoplasme ni appareil de Golgi chez les cellules âgées car il semble y
avoir un cycle cellulaire.
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Selon Bouillon (1960), ces cellules jouent un rôle dans la résorption et le transfert d'eau et
d'électrolytes entre les substances excrétées et le liquide sanguin. L'activité phosphatasique
alcaline est importante. L'étude en microscopie électronique à transmission montre que les
bâtonnets proviennent de I'association des mitochondries et des invaginations de la membrane
basale. L'uricotélisme et I'efficacité des cellules de résorption de la poche néphridienne
constituent des adaptations à la vie terrestre pour des animaux qui ont la possibilité de perdre,
par évaporation et en une heure, jusqu'à l6Yo dt poids initial (Limax variegatus). Les sinus
sanguins sont riches en hémocytes et très riches en inclusions lipidiques.

L'uretère secondaire présente les mêmes types cellulaires plus des mucocytes élaborant des
produits d' excrétion de type mucopolysaccharides acides.

La lumière de la poche néphridienne contient, outre les concrétions, des granules et des
déchets cellulaires provenant de la destruction de la région apicale des cellules rénales lors de
la libération des concrétions.

A partir de cette base anatomique et histologique réalisée chez Helix pomatia, nous
citerons des compléments ou des différences signalées par d'autres auteurs pour d'autres
espèces, à savoir Banga et Boer (1969) pour Lymnaea stagnalrs, Skelding (1973) pour
Achatina achatina, Martoja (1975) pour Pomatias (Cyclostoma) elegans, Diaz Cosin (1977)
pow Theba pisana, Sanchez et al. (1980) pour Helix aspersa et Angulo et Moya (1989) pour
Arion ater.

111.2.2. Le rein d'Achatina achatina (figure 15)

Selon Skelding (1973),les néphrocytes de l'Achatine ne ressemblent pas aux podocytes
des glomérules rénaux de vertébrés. La cellule excrétrice est en contact, du côté basal, avec un
ultra-filtrat de sang et, du côté apical, avec l'urine primaire. La lame basale (Lamino) est
perméable à la fenitine (100 A')et imperméable à I'or colloidal (80 à 240 A') ou à
I'hémocyanine. Les liquides passent du conjonctif à la lumière rénale en circulant entre les
néphrocytes et peut-être au travers de pores des jonctions cloisonnées (Septate junctions ou
desmosomes septés). L'auteur explique les passages d'eau et de solutés par les différences de
pression osmotique. La capsule du tissu conjonctif qui emballe le rein est épaissie dans la
partie ventrale. Elle contient des vaisseaux sanguins, des fibres musculaires, des fibrilles de
collagène, des amoebocytes, des fibres nerveuses, des < pore cells > et des fibroblastes. Les
néphrocytes, d'une hauteur de 10 à 15 pm, présentent une vacuole avec une seule concrétion
formée de couches concentriques se colorant au vert lumière. En microscopie électronique à
transmission, le noyau central est amorphe et les anneaux sont osmiophiles. La membrane
apicale présente des microvillosités et des vésicules de pinocytose en formation. Le
cytoplasme apical, peu épais, présente des mitochondries, du réticulum endoplasmique lisse
avec des vésicules et des tubules, des vacuoles. L'appareil de Golgi, proche du noyau, produit
des lysosomes primaires fusionnant ensuite avec des hétérophagosomes pour former des
hétérolysosomes. Des corps résiduels contenant des figures myéliniques sont nombreux dans
le cytoplasme basal. Ils sont probablement libérés dans l'urine en même temps que les
concrétions. Chez I'Achatine, le contact entre la concrétion et la membrane vacuolaire existe
et le cytoplasme contient de nombreuses vésicules qui semblent contribuer au grossissement

de la concrétion. Le cytoplasme basal contient du glycogène en rosettes (Z 800 A"), des
gouttelettes lipidiques (A I pm), des mitochondries parfois branchues, un réticulum très
vésiculeux et des péroxysomes (A 0,8 à 1,2 pm). Ceux-ci sont sphériques avec une membrane
unique. Ils contiennent un floculum granuleux et un corps dense ou nucléoïde central. Ils sont
associés avec le réticulum endoplasmique qui forme une enveloppe en croissant.
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Selon l'auteur, des péroxysomes de même aspect existent chez Helix pomatia et Helix
aspersa. La membrane plasmique basale présente des invaginations dans le cytoplasme avec
la création d'espaces extracellulaires. Les néphrocytes adjacents sont reliés vers la lumière
rénale par des < septates desmosomes )) ou desmosomes cloisonnés entourant totalement la
cellule. Les membranes latérales présentent des << maculae >. De l'eau, des ions et des
molécules, de faible poids moléculaire (16.000 à 19.000 Da), de l'espace inter-néphrocytaire,
passent dans l'urine primaire à travers des pores des desmosomes cloisonnés. La lamina
basale forme une couche sous-épithéliale continue d'une épaisseur de 600 à 900 A. C'est le
lieu d'une ultrafiltration. La lamina des parois des capillaires, fenestrés ou non, jouent déjà un
rôle dans I'ultrafiltration en retenant les protéines sanguines (hémocyanine). Les vésicules de
pinocytose, à l'apex du néphrocyte, prouvent qu'il y a une fonction de réabsorption (eau, ions,
acides aminés). L'uretère primaire est un lieu de réabsorption. Les cellules présentent un
Golgi important produisant des lysosomes évoluant en autophagosomes et hétérophagosomes.
L'activité des cellules urétérales établit un gradient osmotique entre l'urine et le sang.

!Elé1,tôG,
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Figure 15 : Synthèse explicative de la filtration par le rein chez les pulmonés terrestres (traduit de
Skelding,1973).
Le sang est contenu dans les capillaires imperméables à I'hémocyanine. L'ultrafiltration du
sang passe dans le tissu conjonctif. Les enveloppes extracellulaires des capillaires sanguins
sont responsables de la rétention des grosses particules dans leur lumière. L'ultrafiltration
contient de grosses particules qui sont retardées dans leur passage vers le néphrocyte par les
fibres de collagène. La laminu des néphrocytes est imperméable à I'or colloi:dal, mais
perméable à la ferritine, à la peroxydase et au lanthane. La ferritine ne dépasse pas I'espace
intercellulaire au l/3 inférieur de la hauteur de la cellule. La peroxydase est bloquée par les
desmosomes septés. Il est proposé que I'eau, des ions, I'inuline et des molécules de poids
moléculaire faible (PM : 16.000 à f9.000) passent dans I'urine primaire par I'intermédiaire
de pores de la jonction septée.
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Les apports majeurs de Skelding (1973) concernent la fonction des péroxysomes dans
I'excrétion azotée. L'auteur, constatant que ces organites sont absents du cæur, de
l'épithélium péricardial et urétéral, des amoebocytes et des ( pores cells >, émet l'hypothèse
qu'ils interviennent dans la synthèses des urates constituant ultérieurement les concrétions. Le
métabolisme des purines donne chez les gastéropodes et, en bout de chaîne, de I'acide urique
avec comme intermédiaire l'oxydation de la xanthine en hypoxanthine puis de l'hypoxanthine
en acide urique chez Helix pomatia (Brioteux et Florkin, 1962 et 1964), et chez Otala lactea
(Lee et Campbell, 1965). Skelding (1973) émet l'hypothèse que la xanthine oxydase est
présente avec des catalases dans le péroxysome. L'acide urique serait synthétisé dans
l'environnement alcalin du péroxysome, dans lequel il est soluble, puis serait transporté par le
réticulum endoplasmique lisse (chaque péroxysome est emballé dans une capsule du
réticulum endoplasmique lisse) vers la vacuole apicale du néphrocyte où il précipiterait, en
présence soit d'une acidihcation du milieu, soit de cations, probablement le calcium. Selon
Florkin et Duchâteau (1943), les tissus de Helix pomatia ne contiennent pas d'uricase,
d'allantoihase et d'allantoïcase nécessaires à la dégradation de I'acide urique. Cependant,
Skelding (1973) rappelle que selon de Duve et Baudhuin (1966), la présence du nucléoïde ou
corps dense central du péroxysome est toujours associée avec une activité urate-oxydase. De
ce fait, il serait possible que les escargots puissent poursuivre la dégradation de l'acide urique.

III.2.3. Le rein de Pomatias elegans (Martoja, 1975) (figure 16)

Les études de Martoja (1975) sur le rein du prosobranche Pomatias elegans enrichissent la
discussion sur l'uricotélisme chez cette espèce dont I'anatomie est particulière car il existe en
plus du rein normal, sans toutefois d'uretère (pas de cellules spécialisées dans la réabsorption)
un rein d'accumulation désigné comme la < glande à concrétions > située dans le tissu
conjonctif. Les néphrocytes du rein normal sont de grandes cellules de 35 pm de haut et de 15
à 20 pm de large avec une grande vacuole apicale contenant une inclusion. L'auteur préfère le
terme d'inclusion à celui de concrétion car on ne discerne pas de strates comme dans les
concrétions de la glande à concrétions. L'analyse spectrographique met en évidence la
présence de phosphate de calcium avec d'autres éléments traces (P, Ca, Mn, Mg, K, S, Zn, Fe
et Cu). Il n'y a ni acide urique, ni xanthine. Des corps résiduels variés, des débris
membranaires, se trouvent dans la vacuole mais pas d'acide urique, d'ailleurs l'étude en
microscopie électronique à transmission ne met pas en évidence la présence de péroxysomes
dans le cytoplasme. La présence des inclusions est variable au cours des saisons. En avril,
après le réveil vernal, les inclusions sont rares ; en août, tous les néphrocytes contiennent une
inclusion; en octobre, il y a une libération des inclusions avec une dégénérescence de
l'épithélium. Un jeûne pendant I'activité entraîne des modifications des inclusions (moins de
calcium, plus de soufre présent dans des molécules protéiques).

Les autres caractéristiques du néphrocyte sont la grande quantité de pédicelles basaux non
associés à des mitochondries, un important réseau de réticulum endoplasmique lisse, des
figures myéliniques provenant de I'involution de mitochondries avec la formation
d'autophagolysosomes, des dictyosomes proches de la vacuole.
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Figure 16 : Ultrastructure du rein de Pomatias elegans selon lVlartoja (1975).
La vacuole (v contient une inclusion (i) qui, contrairement à la concrétion des pulmonés, ne
présente pas de couches concentriques.

Selon Martoja (1975), I'acide urique détecté à partir d'animaux entiers provient de la
glande à concrétion et non du rein. La forme d'accumulation dans la glande à concrétions est
l'urate de potassium. Dans le néphrocyte et selon Martoja (1975), les échanges sont
importants au niveau des pédicelles puis, sans apport d'énergie le réticulum endoplasmique
lisse assure le transport à travers la cellule. Il existe un renouvellement fréquent des organites
mitochondriaux. Par contre, le manque de bordure en brosse montre que la réabsorption
d'éléments déjà parvenus dans la cavité rénale est, au contraire, très faible. L'absence
d'uretère, lieu de réabsorption d'eau, est sans doute compensée par la glande à concrétions
avec des mécanismes différents. Les concrétions de cette glande sont de nature complexe avec
la présence du précurseur de I'acide urique, la xanthine, et du carbonate de calcium.

111.2.4. Le rein de Theba pisana (figure 17)

Les études de Diaz Cosin (1977) sur la structure rénale de Theba pisana fournissent une
revue exhaustive des travaux antérieurs. La vacuole excrétrice de chaque néphrocyte contient
une concrétion avec un centre et des couches concentriques. Des purines sont mises en
évidence de manière dispersée dans le liquide vacuolaire et dans la concrétion qui contient des
sels de calcium. Le néphrocyte présente des microvillosités apicales avec des figures de
pinocytose d'un diamètre de 0,15 à 0,2 pm. Le cytoplasme apical contient des corps multi-
vésiculaires et des hétérophagolysosomes en dérivant. Les dictyosomes sont formés de 4 à 5
citernes générant des vésicules golgiennes. Le réticulum est principalement lisse et concentré
dans la partie inferieure. Le glycogène, abondant dans la zone moyenne, apporte l'énergie
probablement exigée pour la formation des concrétions. Du réticulum endoplasmique rugueux
est localisé dans la partie moyenne. Les péroxysomes, avec un nucléoide central rhomboïde,
sont nombreux et associés à du réticulum endoplasmique lisse ; ils sont de forme arrondie ou

ovalaire (A 0,5 à 0,8 pm), limités par une membrane. Selon I'auteur, les péroxysomes
interviennent dans le métabolisme des purines avec une synthèse d'urates formant la
concrétion.
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De nombreux granules fibreux cytoplasmiques proviennent d'une accumulation, dans le
réticulum endoplasmique lisse, sans relation avec des mitochondries, de produits
n'intervenant pas dans la formation des concrétions. La concrétion se forme à partir de
vésicules de corps membranaires et de substance amorphe. Le néphrocyte réabsorbe des
métabolites de l'urine primaire et produit du glycogène, réserve énergétique de l'organe.
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III.2.5. Le rein d'Helix aspersa aspersa (figure 18)

Sanchez et al. (1980) ont décrit l'ultrastructure du rein de Helix aspersa et discuté des
mécanismes physiologiques de l'excrétion rénale. Par rapport aux études ultrastructurales déjà
citées pour d'autres espèces de gastéropodes, deux caractéristiques sont soulignées :

Le néphrocyte de Helix aspersa montre des figures d'endocytose du côté
invaginations de la membrane cytoplasmique basale,
L'existence d'un système vacuolaire périnucléaire spécifique à l'espèce avec
liaisons de la membrane nucléaire avec le réticulum endoplasmique lisse.

Comme chez les autres gastéropodes, le néphrocyte repose sur une basale très fine qui le
sépare d'un tissu conjonctif comportant des fibres musculaires. Les néphrocytes de la base des
lamelles sont des cellules rénales jeunes avec des figures de mitoses dans les cellules
indifférenciées de remplacement. Cette observation est la première confirmant l'hypothèse de
Diaz Cosin (1977) chez Theba pisana. Les néphrocytes de la partie moyennes de la lamelle
sont des cellules à noyau plus ou moins central avec une bordure en brosse bien développée.
La pointe des lamelles présente de grandes vacuoles avec des concrétions (figure l8a) et des
villosités altérées en voie de disparition de type holocrine. Des noyaux se trouvent dans la
lumière rénale. Au cours du vieillissement, des citernes concentriques du réticulum
endoplasmique évoluent (figures 18b et l8c) avec une formation de figures myéliniques
autour d'un centre plus électrondense et amorphe inclus dans une substance fibrillaire. La
présence d'urate de sodium est rapportée.

Ultrastructu re d'Helk sspersa asperss interprété selon Sanchez et al. (1980).
a : Concrétion (c) dans la vacuole (v) ;
b : Stade intermédiaire du processus de maturation du matériel d'excrétion. La zone centrale
est constituée de matériel électrondense au sein d'une matrice fibrillaire (G x 43.500)
caractéristique des corps résiduels (figure myélinique) ;
c : Stade linal de libération d'un corps résiduel (cr) vers la lumière rénale (lr) (G x 43.500)
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Ces corps résiduels se dirigent vers le pôle apical du néphrocyte, se libèrent des structures
myéliniques et sont évacuées dans la lumière rénale avec quelques autres organites
cytoplasmiques. D'autres vacuoles se dirigent vers le pôle apical et par coalescence, forment
la grande vacuole en même temps qu'il y a diminution des microvillosités. De nombreux
péroxysomes à nucléoide rhomboide sont proches des figures concentriques des citernes du
réticulum endoplasmique lisse. Le réticulum endoplasmique granuleux est moins abondant
que le réticulum endoplasmique lisse. Du glycogène en rosette est abondant. Des
mitochondries en dégénérescence donnent également lieu à des figures myéliniques
(autophagolysosomes) avec la formation de lipofuscines. Les jonctions inter-néphrocytaires
sont de type ( zonula adherens >.

Au niveau fonctionnel, les auteurs rappellent que chez les gastéropodes aquatiques, la paroi

du cæur est le lieu d'ultrafiltration de I'urine primaire gagnant le sac rénal par le canal réno-
péricardique cilié et fonctionnel alors que chez les gastéropodes terrestres, ce canal est
fortement rétréci et peu fonctionnel. Dans ce cas, l'ultrafiltration est assurée par l'épithélium
rénal lui-même. L'association des invaginations basales avec des vésicules de pinocytose et

une grande quantité de lysosomes militent pour I'existence de phénomènes d'endocytose.
Comme les auteurs précédemment cités, Sanchez et al. (1980) considèrent que l'élément
prépondérant excrété est I'acide urique, ceci conformément à l'adaptation à la vie terrestre des
gastéropodes. Par ailleurs, une discussion existe sur la possibilité de synthétiser de l'urée lors

du métabolisme de I'ornithine et comme voie alternative non toxique, de I'ammoniaque.
L'acide urique est excrété sous forme de petits granules ou de cristaux par le pôle apical du
néphrocyte. La fonction des lamelles rénales est comparable à celle de la portion tubulaire du
tube urinaire des vertébrés supérieurs. La présence d'éléments musculaires dans les lamelles
favorise les mécanismes d'excrétion lors de leur contraction. Le réseau de vésicules péri-

nucléaires qui est un prolongement de la membrane nucléaire exteme et communique avec le
réticulum endoplasmique lisse doit être un lieu de métabolisme actif. Sanchez et al. (1980)

pensent que c'est le lieu d'une synthèse importante des structures éliminant I'acide urique. Par
ailleurs, I'existence de vacuoles sans concrétions laisse à penser qu'il existe un mécanisme
d'élimination de l'eau et de solutés (électrolltes).

Helix aspersa qspersa (Clark et Rudolph, 1979) de même quie Limax flavus (Home et
Beck, 1979) excrètent des purines (xanthine, hypoxanthine et guanine) ce qui traduit, chez les
pulmonés terrestres, une caractéristique differente des autres animaux uricotéliques avec
comme conséquence l'impossibilité de réutiliser ces bases pour le métabolisme des
nucléotides.

Selon Charrier et Daguzan (1980b) Helix aspersa ospersa est un organisme uricotélique
qui ne possède pas tous les enzymes nécessaires à la dégradation de I'acide urique en urée.
Lors du catabolisme des bases puriques, allantoïne et allantoïcase sont absentes.
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Figure l9 : Schéma du catabolisme nucléique des bases puriques (selon Gomot,1994)

De même chez Helix pomatia et Euparypha pisana, I'urée proviendrait en partie de la
dégradation de l'arginine d'origine exogène (arginine ) urée + ornithine).

Selon Bishop et al. (1983), chez Helix aspersa aspersq, Helix pomatia et Otala 90 à 100%
de I'azote des excrétas du rein sont représentés par I'acide urique, la guanine et la xanthine ;
I'acide urique représentant 80Yo de la perte journalière d'azote chez les animaux en activité.

Selon Daguzan (1985b), l'acide urique favoriserait la conservation de l'eau car ses teneurs
augmentent dans les escargots en estivation. L'acide urique peut représenter 2,5oÂ de la
matière sèche du corps entier.

Gomot (1994) discute, lors de l'établissement du bilan azoté de Helix aspersa maxima, de
la part prise par l'azote non protéique concentré dans le rein et dont I'acide urique représente
seulement I'un des constituants. Cet auteur émet I'hypothèse de la présence de composés de
nature encore inconnue méritant des recherches complémentaires orientées vers la
quantification des bases puriques et pyrimidiques, celle des réserves énergétiques.

111.2.6. Le rein d'Arion ater selon Angulo et Moya (f 984-1989) (figure 20a)

Nous terminerons cette revue par l'étude ultrastructurale réalisée par Angulo et Moya
(1984 et 1989) chez la limace Arion ater. Le rein présente des néphrocytes à cellules
prismatiques de l5 à 30 pm de hauteur, à vacuoles supra-nucléaires et à bordure en brosse. Ils
accumulent certains métabolites et des métaux lourds dans des concrétions éliminées vers la
lumière rénale. Chez Arion ater,les concrétions sont similaires à celles d'autres pulmonés,
constituées d'urates, de protéines et de mucopolysaccharides. La vacuole peut être vide ou
contenir une ou plusieurs concrétions d'un diamètre de 3 à 7 Vm avec une alternance de
couches granulaires et de couches fibrillaires. La couche externe est toujours de faible densité.
Des corps résiduels avec des systèmes membranaires, des granules denses, des lipides et des
substances amorphes se trouvent au contact de la vacuole et s'y déchargent contribuant ainsi à
la formation de la concrétion. Les corps résiduels dérivent des lysosomes. Ces granules,
désignés du l" type, contiennent des glyco-aminoglycanes, des lipides neutres, des
phospholipides, des lipofuscines, des phosphatases acides et des protéines. Des globules
lipidiques jouxtent la membrane vacuolaire et peuvent pénétrer dans la vacuole. Des citernes
de réticulum endoplasmique lisse existent à la périphérie de la vacuole à concrétion. Elles
sont rarement en connexion avec la vacuole. avec éventuellement la formation d'un réseau de

Adénine
ù

Hypoxanthine I
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membranes à l'intérieur de la vacuole. La membrane vacuolaire forme des invaginations en
forme de bulle dont le matériel participe aussi à la constitution des concrétions. Une relation
entre les vésicules d'endocytose du Cytoplasme apical (coated vésicules avec Ca2*) et les
bulles de la membrane vacuolaire est établie. Des phosphatases alcalines se trouvent à la
périphérie de la vacuole. Des corps membranaires, formés dans I'espace intercellulaire,
proviennent de la sécrétion de vésicules et peuvent se décharger dans la vacuole à concrétion.
Chez Viviparus viviparus, l'achèvement des concrétions à lieu dans la lumière rénale
(Andrews, 1979) et chez Marisa cornuarietls, il y aurait pinocytose de purines dans la zone
basale du néphrocyte (Andrews, 1976).

Figure 20a : Néphrocyte de Arion ater selon Angulo et Moya (1984)
Légendes: c: concrétion (3 à 7 pm) I cc: couches concentriques: cv: citerne périnucléaire;

i : i nvag ina t i onenbu l l ede lamembranevacuo la i re ;n :noyau ;v : vacuo leexc ré t r i ce .

Le tableau 20 (a à c) résume les données essentielles des connaissances sur le rein des
gastéropodes.

111.2.7. Existence d'un cycle de sécrétion des néphrocytes

Selon Bouillon (1960), les pulmonés terrestres éliminent leurs produits d'excrétion sous
forme solide à des intervalles de 15 jours à trois semaines.

Pendant l'hibernation, il y a de grandes modifications anatomiques et pendant cette
période, le rein d'Helix pomatia peut accumuler jusqu'à 810 mg d'acide urique, soit les % de
son poids. L'estivation peut être de très longue durée (5 ans ; Comfort, 1957). Selon Banga et
Boer (1969) chez Lymnaea stagnalis et Skelding (1973) chez I'Achatine, les néphrocytes
évoluent d'un stade jeune à la base des lamelles, vers un stade mature à I'apex de celles-ci,
avec un grossissement des concrétions. Les jeunes néphrocytes présentent un gros noyau
central, pas de concrétion et pas de dérivés des lysosomes. Leur membrane plasmique montre
des microvillosités dispersées. Les néphrocytes jeunes remplacent les néphrocytes âgés en fin
de vie.

Diaz Cosin (1977) décrit l'évolution cyclique des néphrocytes de Theba pisana (Cf frgure
20b, I à 6) à partir du stade de repos jusqu'au stade de vie active. Contrairement à d'autres
auteurs, Diaz Cosin (1977) n'observe pas de syncytium pendant la phase de dégénérescence.
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Certaines cellules
détruites entièrement
débris cellulaires.

libèrent seulement leur concrétion (type aprocrine), d'autres sont
(type holocrine) libérant, dans la lumière rénale, les concrétions et des

2

3

4

5

6

Figure 20b: Evolution cyclique des néphrocytes de Theba pisana (traduit de Diaz Cosin, 1977). Légendes: a:
amæbocyte ;  bm:  mic rov i l los i té  ap ica les ;  c :  concré t ion ;  cc :  cen t re  de  la  concré t ion ;  v :  vacuo le
excrétr ice ; n :  noyau ; g :  granulecytoplasmique.
I :  Cel lules rénales au repos avec des de grandes concrétions et de nombreux granules cytoplasmiques;
2 : Libération des concrétions et des granules cytoplasmiques lors de la fourniture d'eau. Cellules de type
holocrine (a) ou apocrine (b) ;  3 :  Cel lules rénales résiduel les avec cytoplasme peu abondant; 4 :
Croissance des cel lules rénales avec noyâu apical et absence de vacuoles excrétr ices; 5: Apparit ion des
vacuoles excrétr ices et formation des centres des concrétions; 6 :  Augmentation du volume des vacuoles
excrétrices et formation des couches concentriques des concrétions autour de leur partie centrale.

Tableaux 20a, b et c : Résumé des données essentielles des connaissances sur le rein des gastéropodes
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III.3. Les cellules du conjonctif, du sang et du système nerveux intervenant
dans le métabolisme des métaux

III.3.1. Les cellules à calcium du tissu conjonctif (figures 2l et22)

Le tissu conjonctif des gastéropodes et principalement celui du pied contient des cellules
spécialisées désignées, cellules à calcium du tissu conjonctif, classées par Marigomez et al.
(1995) dans la catégorie des cellules à minéralisation externe décrites par Masson (1983) chez
la littorine. Les granules de carbonate de calcium extracellulaires sont englobés dans des
chambres formées par l'invagination de la membrane plasmique qui présente des fenêtres en
( pores > caractéristiques permettant une relation entre la concrétion de calcium et le milieu
intercellulaire.

Figure 21 : Schéma de la cellule à calcium du tissu conjonctif des gastéropodes (rz Cajaraville (1995)
modifié de Mason (1983)). Classement dans les cellules à minéralisation externe.

Le classement en cellule à minéralisation externe tranche entre les différentes hypothèses
émises en 1982 par Fournié et Chétail qui, dans une revue exhaustive de I'accumulation
calcique au niveau cellulaire chez les mollusques (73 références), se rallient aux auteurs pour
lesquels les sphérulites organo-calciques sont élaborées à I'intérieur d'une structure
vacuolaire limitée par une membrane.

L'orisine de ces vacuoles étant d'orisine variée. voir mixte selon les auteurs :

dispositif particulier d' endocytose
vésicules du réticulum endoplasmique
vésicules golgiennes
association variable des trois premières origines

Le classement ne permet pas de retenir, pour origine de ce type cellulaire, une voie de
differentiation à partir de la cellule à pores ou cellules à sillon qui serait un stade pluripotent
pouvant se différencier vers des orientations structurales et fonctionnelles très diverses
(Richardot,1976).

La nature chimique complexe des concrétions nécessite un apport de matériaux
extracellulaires traversant la membrane basale puis les pores mais aussi la synthèse et le
conditionnement des composés organiques constitutifs, en partie, des concrétions ainsi que
I'apport d'enzymes de la calcification avec une intervention du réticulum endoplasmique et
du Golgi.
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Nous retiendrons du tableau 2la in Fournié et Chétail (1982) que le genre Helix présente
ce type de cellule libre à calcium du tissu conjonctif dans le conjonctif sous-palléal, conjonctif
tégumentaire, le conjonctif péri-vasculaire et le conjonctif inter-acineux de la glande

digestive,le conjonctif de la sole pédieuse.

Tableau 2la: Distribution anatomique et systématique des cellules à calcium dans le tissu conjonctif des
Mollusques (d'après Fournié et Chétail, 1982). (l) Barfurt, 1881 ; (2) Cuenot, 1892 ; ()
Nold, 1924; (5) Prenant,1924; (6) Mac Gee-Russell, 1957 ; (7) Campion, 196l ; (8) Fretter
et Graham, 1962; (9) Abolins-Krogis, 1963; (10) Kapur et Gibson, 19671' (ll)
Timmermans, 1969; (12) Chétail et Fourniê,1970; (13) Runham et Hunter, 1970; (14)
Greenaway, 1971 ; (15) Richardot et Wauthier,1972; (16) Catania,1975; (17) Tompa et
Watabe, 1976 ; (1S) Watabe et aL,1976; (19) Sen Gupta, 1977 ; (20) Sminia et aL,1977 i
(21) Vovelle et Grasset, 1979 i (22) observations Fournié et Chétail (1982)
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La nature des concrétions est mixte, organique et minérale. La fraction minérale est
principalement constituée de carbonate de calcium. Un peu de phosphate est présent et dans
ce cas il serait lié à la fraction organique. Le magnésium est souvent associé au calcium et
dans certains cas peut-être prédominant.

La nature minéralogique serait essentiellement amorphe évoluant au fur et à mesure que la
précipitation se poursuit en aragonite et dans certains cas en calcite.

La fraction organique est complexe (Foumié et Chétail, 1982) riche en sucres
(glucosamines, mucopolysaccharides acides), protéines (rapport entre acides aminés acides et
basiques différent et supérieur à celui de la coquille) et lipides.

Charrier (1995) désigne ces cellules ( granulocytes à pores >. Les granules de carbonates
de calcium sont considérés comme des réserves d'ions qui peuvent être mobilisés pour la
réparation de la coquille (Watabe et al., 1976),la calcification de la coquille et de l'æuf
(Tompa et Wilbur, 1977) et l'équilibre acido-basique (Mason et Nott, l98l). La fonction de
détoxication de métaux n'a pas été mise en évidence.
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I
I. -

Figure 22 : Illustrations de la cellule à calcium du tissu conjonctif de Littorinu (in Cajaraville, 1995).
a : photographie en microscopie optique (échelle: 50pm); coloration histochimique du
calcium selon la technique de Stoeltzner (flèches)
b : photographie en microscopie optique sur une coupe semi-fine (bleu de toluidine) flèches :
concrétions de CaCO3 (échelle : 20 pm)
c : photographie en microscopie électronique à transmission d'une concrétion faite de couches
concentriques diversement électrondenses (échelle : lpm)

III.3.2. Les << Pore Cells >> ou cellules à pores (figure 23 à 25)

Il ne faut pas confondre les cellules à calcium du tissu conjonctif, à fenêtres de la
membrane plasmique avec les (pore cells > qui existent également chez les gastéropodes,
classées par Marigomez et al. (1995) dans les cellules phagocytaires par percolation se
différenciant des cellules phagocytaires par des pseudopodes. Les < Pore Cells >, décrites par
Mason (1983) dans le cas de la littorine, sont enveloppées par la lame basale et la membrane
plasmique qui se replie de la même manière que chez les podocytes.

Figure 23 : Schéma d'une << pore cell >> de gastéropode in Cajaraville, 1995 modifié de Mason en 1983 chez
Littorina littorea.
Cellule phagocytaire par percolation
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Ces repliements donnent une apparence, en coupe, de fenêtre ou pore de percolation. Du
matériel fibrillaire et électrondense recouvrent la membrane périphérique des pores. Ce
matériel est riche en soufre et en cuivre. Les caractéristiques ultrastructurales des cellules à
pores sont le développement important du réticulum endoplasmique granuleux et la présence

de granules, non concrétionnaires, d'électrondensités différentes contenant les éléments soufre
et cuivre. Cette activité peut permettre la détoxication d'autres métaux tels que I'argent et le

cadmium. Elles peuvent s'accumuler dans certaines régions du tissu conjonctif, augmentant
ainsi la charge métallique de l'organisme ou être éliminées par diapédèse. Rappelons que

Dallinger a identifié une métallothionéine au niveau du pied et du manteau d'Helix qui n'a
pas de rôle de détoxication mais un rôle biologique de stockage du cuivre pour la synthèse
d'hémocyanine (Brown,7967 ; Mason, 1983 ; Dallinger et al.,l993b).

Sminia ln Bubel (1989) a mis en évidence, chez la limnée, la présence d'hémocyanine
sous sa forme cristalline dans des citernes du réticulum endoplasmique granuleux.

.'6i,

= .i 
rrËLt,

Figure 24a z Cytoplasme d'une cellule à pores de Lymnaea stagnalis contenant de
forme cristalline (CR) dans le réticulum endoplasmique granuleux
molécules d'hémocyanine sont arrangées dans des rangées fortement
58.000 (Prof Dr. T. Sminia)

I'hémocyanine sous
dilaté (GER). Les
ordonnées (RII). x
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Figure
sous forme cristalline (Cr) dans les citernes du réticulum endoplasmique granuleux dilaté
(GER). x 25.000 (Prof Dr. T. Sminia, Amsterdam)

Il était également intéressant de rechercher la présence de métaux dans les cellules à mucus
abondantes dans l'épithélium pédieux.

. t
- ' S , - r
a : r -  .  r
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Figure 25 : Photographie en microscopie électronique à transmission (échelle : 0,25pm) d'une structure de
percolation avec pore chez Littorinu littorea (in Cajaravitle, 1995)

III.3.3. Les cellules à calcium tégumentaires

Selon Fournié et Chétail (1982),les pulmonés stylommatophores présentent des cellules à
calcium tégumentaires sécrétrices au niveau du bourrelet palléal et du tégument latéral du
pied. Ces cellules sont vraisemblablement d'origine conjonctive et leur pôle apical s'insinue
entre les cellules épithéliales épidermiques pour venir s'aboucher à l'extérieur. Certains
auteurs les ont désignées glande unicellulaire à calcium. Elles ont été décrites chez Helix
pomatia par Prenant (1924) et chez Helix aspersa par Campion (1961). Les cellules du
bourrelet palléal jouent un rôle dans la formation de l'épiphragme. Les cellules du tégument
latéral du pied déversent leurs concrétions organo-minérales dans le mucus avec une sécrétion
de type holocrine. Ces cellules ont été mises en évidence cheztous les stylommatophores.
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III.3.4. Les cellules sanguines

Parmi les hémocytes des gastéropodes prosobranches, Mason (1983) distingue des
hyalinocytes et des granulocytes. Les granulocytes sont circulaires en profil avec un réticulum
endoplasmique lisse organisé en petites vésicules. Les hyalinocytes présentent de nombreux
pseudopodes et d'abondants lysosomes. Marigomez et al. (1995) les classent dans les cellules
phagocytaires à pseudopodes. Elles peuvent phagocyter les métaux particulaires et les métaux
liés aux protéines. Elles sont aussi impliquées dans la régulation des métaux en absorbant, par
pinocytose, les métaux en solution. Elles jouent un rôle important dans la compartimentation
et le devenir de Ca, Pb, Cd, Cu, Zn et Fe. Les métaux de classe A et B sont respectivement
accumulés en association avec le soufre ou le phosphore dans les lysosomes. Les métaux sont
évacués du corps de I'animal par diapédèse des cellules désignées aussi amæbocytes.

Fournié et Chétail (1982) ont réalisé la synthèse des travaux signalant I'accumulation du
calcium dans les amæbocytes des Mollusques (tableau 21b).

Tableau 2lb: Distribution anatomique et systématique des amæbocytes accumulant le calcium chez les
Mollusques (d'après Fournié et Chétail' 1982)

Régonération

Coquille

Morphogenése normale

Mercanaria merceaaria (9)

(l ) à {6) Abolitts-lftogis: (ll 1900; (2) t9d}: (3) tS72; (4) 1973; (5) 1976; {E) Fdrnle. 19æa ot b; O Kapr at GËson, 1967; (8}
Kapur sl Sen Gupta, 1970i (91 Ndl, 1972: (10) Sâhu.tdin. 1970; (r1) Waçe,195t.

III.3.5. Les cellules à pompes à calcium

Selon Marigomez et at. (1995), les canaux à calcium çt\ de la membrane plasmique des
neurocytes peuvent être une voie de pénétration d'ions toxiques et le tissu nerveux est un
organe cible de la toxicité métallique (le terme de neurocytes englobe les neurones et les
astrocytes associés). Il en est ainsi pour Hg,. Pb, Al, As, Mn, Th, Li et Sn qui entraînent une
neurotoxicité. Les ions Ca'-, Ni'-, Co'-, Sr'- et Ba'- peuvent pénétrer par les mêmes canaux.
Les canaux à calcium sont nombreux au niveau de la région synaptique qui est pauvre en
système lysosomal, mais riche en réticulum endoplasmique granuleux (Corps de Nissl),
mitochondries et microtubules. Une fois à l'intérieur de la cellule, les métaux sont stockés
dans les mitochondries qui sont le réservoir normal de calcium pour ces cellules. Des
accumulations intranucléaires ont été également décrites. Le mercure peut se lier aux
macromères de tubuline présentant des groupements SH et constituant les microtubules,
support du transport des neurotransmetteurs. Le schéma général fourni par Marigomez et al.
(1995) concernant I'organotropisme du cadmium chez Littorina littorea retient les neurocytes
cornme site d'accumulation (figure 26)

lssu conJonctif
glande digestive

ïssu conlonctif
sousfalléaJ

S!y'omma@horea
Helix aspesa (11)
HÊ[x pornatla (2) (4) (5)
Euplecia indiqa (8)

Helisoma dwyl eudiscns
m

Agriolirmax retiolaûts (6)

Helir aspersa (11)
Hsllx ponatls (1) (3)

Helix pomada (2) (10)

Lamellibrancfies
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III.4. Schéma général de la coordination entre les différents types
cellulaires intervenant dans le métabolisme des métaux

Divers types cellulaires collaborent dans le métabolisme des métaux à différents stades de
celui-ci : prise du métal, transport, accumulation et élimination.

L'exemple le plus complet est donné par la synthèse réalisé par Marigomez et al. (1995)
sur les différentes recherches effectuées sur Littorina littorea, gastéropode prosobranche
marin, en présence de cadmium. Cette espèce est différente de Helix par son milieu de vie et
son anatomie. Nous fournirons, comme deuxième exemple, une approche réalisée par
Charrier (2000) pour les escargots terrestres du genre Helix.

Cycle of Cd
in Winkles l.,il-[Jt./',onftrt tiflr r / j
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Figure 26 : Schéma illustrant la voie de mobilisation du cadmium dans l'ensemble des tissus de Littorina
littorea avec I'indication des types de cellule impliqués dans l'élimination du métal (modifié de
Marigomez et al.,1990 et Nott et al.,1993).

1. Les voies de pénétration

Le cadmium pénètre l'organisme par l'épithélium branchial, l'épithélium de la paroi du
manteau ou celui du pied ainsi que le tractus digestif (estomac et épithélium des tubules
digestifs).

Dans le tractus digestif, il y a endocytose de cadmium particulaire suivi de digestion
intracellulaire. Pour les autres épithéliums, il y a des échanges ioniques avec un transfert
d'ions Cd* par des canaux ioniques.

o-+

J
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2. Les sites d'accumulation

Les cellules qui prélèvent le cadmium peuvent I'accumuler par la synthèse de
métallothionéines liant ce métal, suivie d'une séquestration dans le système lysosomale, mais
d'autres cellules internes interviennent également comme les cellules à pores et les cellules
pompant le calcium. L'accumulation s'effectue aussi dans le rein avant élimination mais
surtout par le fait que les cellules à pores s'accumulent au voisinage de l'épithélium rénal
après une exposition au cadmium. Par ailleurs, la coquille accumule aussi le cadmium apporté
par les cellules de minéralisation.

3. Le transport

L'énumération des cellules concernées dans l'accumulation implique une voie de transport
entre les cellules qui prélèvent le cadmium au contact du milieu extérieur et certaines cellules
en contact seulement avec le milieu intérieur.

Le sang et ses éléments figurés assurent cette liaison. La quantité de cadmium dans
I'hémolymphe serait d'environ 600Â etles 40Yo restant sont transportés par les hémocytes.

4. L'élimination

L'élimination est limitée en ce qui concerne le cadmium qui reste dans sa majorité
immobilisé dans les cellules à pores et, pour une part seulement, soit excrété en même temps
que les concrétions minérales produites par les néphrocytes, soit enfin transféré dans le milieu
extérieur par diapédèse des hémocytes à travers les épithéliums de la branchie, du rein et de
l'épithélium digestif. Les cellules de la paroi du manteau contribuent également à
l'élimination par exocytose du cadmium en même temps que les matériaux constitutifs de la
coquille.

Marigomez et ol. (1990) situent aussi, sur le schéma, les cellules à calcium du tissu
conjonctif par le fait qu'elles sont affectées par des niveaux toxiques en cadmium. Des
niveaux toxiques en métaux de classe B peuvent modifier le métabolisme des métaux
essentiels de classe A tels que ceux qui sont concentrés dans ce type cellulaire (K, Mg, Ca,
Mn et Zn).

5. Synthèse des connaissances chez les Hélicidés

Le schéma établi pour Littorina littorea en présence de cadmium peut être transposé, en le
modifiant et en le complétant, aux gastéropodes hélicidés et en tenant compte des métaux
traces de classe A ou B. Dans ce cas, il faut retenir d'autres types cellulaires tels que les
cellules à calcium de la glande digestive et les cellules à calcium tégumentaires sécrétrices du
bourrelet palléal et du tégument latéral du pied. Le schéma général met en æuvre, pour
certains métaux, différents types cellulaires d'accumulation calcique. Fournié et Chétail
(1982) ont réalisé une étude exhaustive précédemment citée et utilisée pour la description de
certains types cellulaires des pulmonés Stylommatophores intervenant dans les échanges
calciques (figure 27) (cellules à calcium libres du tissu conjonctif, cellules à calcium
tégumentaires sécrétrices, amæbocytes accumulant le calcium, cellules à calcium de la glande
digestive).
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Figure 27 z lnterprétation schématique du rôle des cellules à calcium dans les échanges câlciques à travers
les différents compartiments concernés chez les Pulmonés Stylommatophores. On peut
distinguer: l: Des niveaux de captures calciques: sole pédieuse etglande digestive;2: Des
niveaux d'échanges bidirectionnels entre les cellules à calcium conjonctives et I'hémolymphe ;
3 : Des niveaux d'utilisation interne (coquille et appareil génital) ; 4 : Des niveaux d'utilisation
externe (cellules sécrétrices du tégument latéral et du bourrelet palléal). D'après Fournié et
Chétail (1982)

Charrier (2000) illustre la voie de mobilisation des métaux de classe A ou B dans
l'ensemble des tissus des gastéropodes hélicidés (figure 28). L'intervention des cellules
accumulant le calcium dans I'accumulation, le transport, la détoxication des métaux est
importante par rapport à d'autres voies métaboliques déjà décrites dans les chapitres
précédents.
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Figure 2E: Schéma illustrant la voie de mobilisation des métaux traces de classe A ou B dans l'ensemble
des tissus de gastéropodes hélicidés (Charrier, 2000). Relation entre environnement, végétaux
et tissus du Mollusque. A : amæbocytes transportant les divers ions

Le calcium, élément majeur, est accumulé sous forme de carbonate de calcium dans les
cellules libres de type amæboïde qui circulent dans I'hémolymphe et apportent le carbonate
de calcium au bourrelet palléal pour la construction de la coquille et à I'oviducte pour les
æufs. Ces cellules peuvent prendre en charge un certain nombre de métaux.

Il en est de même de certaines cellules fixes dont le calcium est associé à des carbonates
(cellules à pores ; cellules à calcium du conjonctif) ou à des phosphates. Les cellules à
calcium de la glande digestive (pyrophosphates) détoxifient I'organisme en accumulant, par
exemple, Zn,Pb et Ag.

- Des cellules fixent certains métaux sur des métallothionéines (MT). Une MT-Cu,
localisée dans le cytosol des cellules basophiles de la glande digestive, aurait un
rôle de détoxication du cuivre (Dallinger, 1995).

- Une deuxième MT-Cu, située au niveau du pied et du manteau, aurait un rôle
biologique essentiel en stockant le cuivre nécessaire à la synthèse de I'hémocyanine
que nous avons signalée dans les ( pore cells >.

- Une MT-Cd, située dans les cellules basophiles de la glande digestive, fixe le
cadmium.

L'hémolymphe est un compartiment d'échange et de transport entre les différents types
cellulaires.



DEUxTEME PIRTTE :
Matériel et Méthodes
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Chapitre I : Les différentes espèces de gastéropodes utilisés

Dans les diverses études réalisées, plusieurs espèces ont été utilisées. Dans la majeure
partie des cas, seulement deux espèces du genre Helix ont fait à la fois l'objet du monitoring
actif et passif. Ces espèces sont les suivantes :

- Helix aspersa: la sous-espèce utilisée est aspersa, forme normalis (poids adulte de 6 à
14 g) (Chevallier, 1992). Ces escargots sont aussi communément appelés Petit Gris. La
souche originale provient de la région de Cavaillon et a été dans un premier temps
élevée en conditions contrôlées à l'Université de Besançon puis à l'Université de Metz.

- Helix pomatia, communément appelé escargot de Bourgogne. Ces escargots
proviennent de la région Lorraine. Leur poids adulte varie de 20 à 40 g.

Les autres espèces, énumérées dans le tableau 22, ont seulement fait l'objet d'un
monitoring passif.

Tableau 22 z Tableau récapitulatif de I'ensemble des espèces utilisées (F. : famille ; S.F. : sous-famille ; X :
animaux autochtones ; (X) : animaux transférés) ; + : élevage

Genres Espèces
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Gastéropodes prosobranches
Stylommatophores I Cyclostoma elegans
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Planche II1 : Coquilles des gastéropodes utilisés en
passive (d'après Kerney et Cameron,

biosurveillance active ou
1e87)

1- Cepaea nemoralis

2- Pseudotachea splendida

3- Helix pomatia

4- Helix hortensis

5- Helix aspersa aspersa

6- Eobania vermiculata

7- Theba pisana

8- Trochoidea scitula

9- Helicopsis striats

I0- Cernuella neglecta

II- Rumina decollats

12- Oxychilus draparnaudi

13- Chondrina sp.

14- Cyclostoma elegans
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Classification et description sommaires

{ Helicidae

o Helicinae

. Cepoea nemoralis (Linné) (planche II1, figure 1) (< hélice soyeuse >)

Longueur 12 à 22 mm, Q : 18 à 25 mm; coquille globuleuse sans ombilic, bordure du
péristome sombre ; habitat varié, bois, prairies, dunes, haies, broussailles, jardins, jusqu'à
1.200 m dans les Alpes, jusqu'à 1.800 m dans les Pyrénées (Europe de I'ouest).

. Helix pomatia (Linné) < escargot de bourgogne ou des vignes>> (planche II1, figure
3 )

Longueur 30 à 50 mm, A : 32 à 50 mm; coquille globuleuse, ombilic petit en fente
oblique ; sur formations calcaires, bois, haies, jardins, champs, vignes ; communs ou très
communs, jusqu'à 1.600 m dans les Alpes (France septentrionale).

. Helix aspersa (Miiller) (planche II1, figure 5)

o Helix asperso aspersa < escargot petit gris ou des jardins >

Longueur 25 à 35 mm, A : 25 à 40 mm; coquille globuleuse sans ombilic ; jardins,
buissons, haies, cultures, bois, vieux murs, stations humides à terre meuble, jusqu'à 1.500 m
dans les Alpes et jusqu'à I.200 m dans les Pyrénées (toute la France).

o Helix aspersa maxima (escargots gros gris d'Algérie >

. Eobania vermiculata (Miiller) (planche II1, figure 6)

Longueur 16 à 27 mm, O : 22 à 30 mm; coquille globuleuse sans ombilic ; escargot
méditenanéen, commun, comestible ; champs, jardins, terres cultivées, vignes, montagne
jusqu'à 800 m.

. Theba pisona (Miiller), Helix pisana, Euparypha pisana (Mtiller) (planche II1,
figure 7)

Longueur 9 à20 mm, A : 12 à25 mm; coquille globuleuse avec un ombilic étroit, caché
par un repli de la lèvre columellaire, test mince ; escargot méditerranéen commun; espèce
xérophile, sites secs, jardins, champs, talus sur tiges sèches, jusqu'à 720 m dans les Alpes
Maritimes.
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. Pseudotachea splendida (Otala - Draparnaud) (planche II1, figure 2)

Longueur 8 à 13 mm, A: 15 à 24 mm; coquille sub-globuleuse, déprimée, sans ombilic,
solide, luisante ou opaque, unicolore ou avec cinq bandes étroites brunes ; collines, pierres,
buissons, plantes sèches, vieux murs, rochers, endroits secs (ganigues, vignes) jusqu'à 500 m,
commun en méditerranée (Bouches du Rhône. Vaucluse).

t Trochoidea scitula (Crist et Jan) ol Helix scitula (planche II1, figure 8) (< hélice
mignonne)

Longueur 4 à 6 mm, A : 6 à l0 mm ; coquille pyramidale, dessous peu bombé, ombilic
étroit, une carène ; espèce méditerranéenne (littoral de la Provence), très xérothermique,
stations sèches, champs, jardins, talus, coteaux, landes, dunes, sur tiges des plantes basses,
jusqu'à 730 m dans les Alpes.

. Helicopsis striata (Mûller) ou Helicella striata (planche II1, figure 9)

Longueur 6,5 mm, Z : 6 à 9 mm ; coquille sub-globuleuse, ombilic profond, hélice striée ;
espèce commune en Europe, xérothermique, endroits secs et rocailleux.

. Cernuella neglecta (Draparnaud) Helicella neglecta (Draparnaud) (planche IIr,
figure l0)

Longueur 6 à l0 mm, A: 9 à 18 mm ; coquille globuleuse sub-conique à bandes brunes
variables, ombilic large ; espèce méditerranéenne du sud de la France (vallée du Rhône et de
la Garonne), sites secs, éboulis, bords de routes, rocailles.

{ Zonitidae

. Oxychilus draparnaudi (Draparnatd) Oxychilus laucidus (Drapamaud) (planche
II1, figure l2)

Longueur 6 à 10 mm, A : n à 18 mm; coquille discoïde de couleur brun-jaune pâle,
ombilic profond, corps bleu cobalt foncé ; espèce méditerranéenne (Europe de I'ouest), très
carnivore, bosquets, buissons, terrains cultivés, jardins, végétation abondante, sous les pierres,
décombres, murailles, restanques, bords des fossés.

'/ Chondrinidae

. Chondrina sp. (planche II1, figure 13)

Longueur 8 à 14 mm, A :2 à 4 mm ; coquille cylindro-conique brun-gris foncé avec des
reflets violacés, coquilles à 7 ou 8 tours avec des dents, bordure mince et émoussée ; terrains
calcaires, rocailleux, murs.
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Rumina decollata (Linné) (planche II1, figure l1)

Longueur 24 à 35 mm, A : 9 à 15 mm ; coquille sub-cylindrique allongée non ventrue
avec un ombilic en fente oblique étroite ; espèce méditenanéenne, lieux incultes, bords des
fossés, talus, sous arbustes et gazon, s'enterre lors de sécheresse, sols calcaires.

o Ariantinae

. Arianta arbustorum (Linné) : réference dans la grille de Dallinger

Longueur I0 à22 mm, Q: 14 à 28 mm ; Coquille opaque brune ou jaune avec une bande
spiralée brune ou noire, un ombilic recouvert par une lèvre columellaire, un péristome à
bordure blanche ; prairies, bois, haies, zones humides, très peu présents dans les zones à
climat sec et sols bien drainés.

Cyclostomidés : Cyclostoma elegans (Mûller) ou Pomatias elegans (planche II1, figure 14)

Longueur 10 à 18 mm, O: 8 à 13 mm; coquille ovoïde, ombilic en fente médiocre;
xérophiles, calcicoles ; coteaux secs, bords des chemins, talus, plantes basses, lisière des bois.

Magnin et Tatoni (1995) ont étudié l'évolution des communautés de gastéropodes sur les
terrasses calcaires de la Provence (restanques), abandonnées par les agriculteurs. Il y a une
corrélation entre la composition des peuplements malacologiques et celles des communautés
floristiques. Les communautés de gastéropodes peuvent servir cornme bioindicatrices de l'état
de I'environnement. Le caractère méditerranéen des communautés s'atténue dans les stades
les plus avancés de la succession floristique amenant au stade forestier.

Le développement d'une strate de broussailles ou arborée, favorise les espèces mésophiles
(Helix aspersa), par rapport aux espèces xérophiles et anthropophiles des terres cultivées ou
en jachères telles que Theba pisana, Helicopsis sp., Trochoidea sp. et Eobania vermiculata.
Par ailleurs, I'accumulation de litière joue un rôle d'abri (Cepaea nemoralis) ou d'abri et de
nourriture (Pomatias elegans : Cyclostoma elegans), cette dernière espèce jouant un rôle
important dans la dégradation de la litière, des feuilles et recherchant les sols meubles dans
lesquels, elle peut s'enfoncer pendant les périodes chaudes et sèches. Oxychilus draparnaudi,
espèce recherchant I'ombre, est également une espèce de biotope boisé. La présence de roches
permet le développement d'espèces caractéristiques de la garrigue méditerranéenne dont
certaines nettement saxicoles (Chondrina sp., Cernuella sp. et Pseudotachea sp.).
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Chapitre II : Elevage - Nourriture - Croissance de référence

Les jeunes escargots utilisés pour les tests de toxicité sont obtenus par la technique
d'élevage dite < hors sol ) car celle-ci se déroule en bâtiment dans un environnement
contrôlé, ce qui permet de disposer d'animaux toute l'année.

Il faut 3 mois à partir du début du stade ( nursery )) pour obtenir des escargots bordés c'est-
à-dire adultes. Pour que ceux-ci soient capables de se reproduire, il faut encore attendre 1
mois (maturation de l'appareil génital). La reproduction est suivie pendant 10 semaines en
raison du fait que tous les animaux ne sont pas prêts à pondre de façon synchrone et cette
durée permet d'obtenir de 70 à I20% de reproduction (le taux de reproduction est défini
comme étant le rapport entre le nombre total de pontes obtenues et le nombre de
reproducteurs au départ de la mise en reproduction).

A chaque phase du cycle biologique des escargots, il est possible de les mettre en
quiescence (phase de repos) en supprimant l'humidité. Ces périodes peuvent aller de quelques
mois (l à3mois) pourles jeunes, à l anpourles adultes enchambreclimatisée (6-7"C). Pour
des périodes courtes, on peut laisser les animaux au sec à température ambiante (15 à 20"C)
en estivation ; pour des périodes plus longues (supérieures à 3 mois), l'hibernation à 6-7oC est
recommandée.

II.1. Paramètres environnementaux

Local

Le local spécifique dans lequel se déroule l'élevage et les expérimentations possède
surface de 12,5 m" (2,7 5 x 4,55 m).

Batterie rl'Élevage

Figure 29 : Schéma de la salle d'élevage.
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b. Eclairement

Concernant l'éclairement, la reproduction, l'incubation, la nursery ainsi que la croissance
se déroulent à une photopériode de 12 heures d'éclairement. L'éclairage est foumi par des
tubes fluorescents du type lumière du jour (IRC : 85 et efficacité lumineuse: 90). Il faut
impérativement respecter une puissance de 10 à l5 watts par m2. L'intensité lumineuse est de
50 à 100 lux (selon qu'on utilise des bacs en plastiques transparents ou des cages spécifiques
escargots en PVC gris). La photopériode est réglée par une horloge électrique.

c. Température

Pour ce qui est de la température, toutes les étapes de l'élevage se déroulent à 20 + 2"C. La
température baisse au moment du nettoyage de façon plus ou moins marquée selon la saison
(la température de l'eau varie de 6 à I4"C entre I'hiver et l'été). Le local est thermostaté avec,
selon la température extérieure, soit la mise en marche d'un climatiseur de marque Luxaire
monobloc LPM 07 avec un bac de condensation qu'il faut vider fréquemment compte tenu de
I'hygrométrie du local, soit la mise en marche d'un convecteur électrique. Les thermostats
réglant le climatiseur et le convecteur sont programmables (ERERCE INSTAT 2 - Type
s2s32)

d. Hygrométrie

Le degré d'hygrométrie est de 80 à 95%. Si on utilise des bacs en plastique jetables,
l'humidité est assurée par du papier absorbant humide déposé sur le fond des bacs. Si on
travaille avec les cages d'élevage pour escargots, un humidif,rcateur assure le maintien du
degré hygrométrique du local. L'appareil utilisé est de marque Astoria avec usage d'eau
déminéralisée. Une surveillance du niveau de remplissage du bac de condensation du
climatiseur est plus fréquente si l'humidificateur est mis en marche.

e. Alimentation (tableau 23)

Pendant la période de nursery (4 premières semaines d'élevage) : I'aliment utilisé est
l'Helixal 1"'âge. Pendant les phases de croissances et de reproduction, I'Helixal@ 2"" âge est
utilisé. Ces aliments (tableau 2) ont été conçus spécifiquement pour les escargots et sont
fabriqués par les entreprises Lépine SA, 39130 Clairvaux-lès-Lacs, France.

Tableau 23 : Composition de I'aliment Helixal@

s/l009
Vitamines en

U.I./kg Mëtaux en mg/kg

Aliment lProtéines
Matières
grasses
brutes

Cellulose
brute

Cendres
brutes

Ca A D3 E Cu Zn Cd Pb Cr Ni

1" 'âge I  ts.+
ièi,ic isôl i;i

4,3
7,38

) s
1,8

34,6
3 l

t2,r
10,3

15000
20500

2000
3900

20
39

l 3
30

65
t37

0,09
0 , 1 6

1,27
0,94

6,2
9.3

0 ,12
0.12
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f. Groupement des individus

Pendant la phase de reproduction en cage les escargots sont groupés par 5. Pendant la
phase de nursery, les jeunes éclos sont placés au nombre de 80 parbac, soit 888/m2. Deux à
trois tris sont effectués après 3,5 - 4 et 4,5 semaines. Pour ce qui est de la croissance,
approximativement 50 juvéniles post-nursery sont mis dans des bacs à souris jetables
(100/m') puis leur nombre est régulièrement dédoublé au fur et à mesure des semaines afin de
leur permettre une croissance optimale. Un trop grand nombre d'individus par bac aurait pour
conséquence de freiner leur croissance en raison d'un effet de groupe négatif.

II.2. Matériel d'élevage (planche II2, figure I à 4 ; planche II3, figures I à
4)

Les cages d'élevage sont en PVC alimentaire gris comportant une porte en polycarbonate
transparente. Ces cages, mises au point par I'Université de Besançon, ont été utilisées pour l^a
reproduction. Une cage a une surface de collage d'environ 0,5 m'et un volume de 0,02 m'.
Ces cages sont équipées d'un axe rotatif qui traverse le rang de 6 cages, entraîné par un
moteur électrique (AIRPAX l3V; Hollande Réf. 9904112015560610396) alimenté par un
transformateur 220112 V. Il est muni de buses d'arrosage. Les cages sont dites semi-
autonettoyantes car on effectue un complément de nettoyage au jet après avoir fait fonctionner
l'arrosage par les buses. Pour permettre la reproduction un pondoir est placé dans chacune des
cages. Cespondoirs ne sont autres que des pots de yaourt en verre (volume 140 à 180 cm3)
remplis de terreau horticole. Pour récupérer les pontes, il sufht de retourner le pot en verre et
de ramasser les æufs à I'aide d'une petite cuillère. Pour I'incubation des pontes, des bacs à
souris sont utilisés. Sur leur fond est placé du papier absorbant humide sur lequel sont espacés
les æufs afin d'éviter une contamination éventuelle d'æufs sains au contact d'æuf
contaminés.

II.3. Maintenance de l'élevage

Pour les bacs à souris comme pour les cages, le nettoyage est effectué 3 fois par semaine
(lundi, mercredi et vendredi). Il est important de soigner les escargots à heures fixes et de
façon régulière afin qu'ils s'habituent à un rythme d'activité et de nourriture. Le non-respect
de cette règle peut compromettre la réussite de l'élevage.

Concernant les cages semi-nettoyantes, l'arrosage automatique est maintenu pendant une
période approximative de 10 minutes par jour. Le complément de nettoyage s'effectue à la
main. On laisse égoutter les cages 15 à 30 minutes, puis on dispose la nourriture dans une

boite de Péfi|(@: 50 mm). La fourniture d'eau dans une deuxième boite de Pétri a également

été réalisée en période estivale.
Pour les bacs à souris, le nettoyage se fait manuellement. Du papier absorbant humide est

placé au fond de ces bacs. La nourriture est alors mise dans une boite de Pétri et placée sur le
papier.

En période de reproduction, un pondoir est placé du vendredi au jeudi de la semaine
suivante. Les pontes sont alors récoltées et déposées dans le bac d'incubation. Pendant les
périodes d'incubation et d'éclosion, il est nécessaire de surveiller I'humidité dans les bacs et
de veiller à ce que le papier ne sèche pas, auquel cas les æufs pounaient se déshydrater, ou ne
soit trop humide auquel cas les æufs éclateraient ou seraient attaqués par la moisissure.
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Les éclosions commencent 12 à 14 jours après la ponte (planche II3, figure 1). Les jeunes

éclos restent tout d'abord en grappe sur le fond du bac, puis après quelques jours, ils
commencent à migrer vers le couvercle. Pendant cette période, ils mangent le papier qui sert
de substrat d'incubation. Quelques jours après cette migration (6 à 15 jours), les escargots
nouveau-nés sont plus pigmentés et peuvent être < démarrés ) pour la première phase
d'élevage ou ( nursery ). A ce stade, leur poids moyen est de 25 à 40 mg. La nursery se
déroule dans les bacs à souris (planche II3, figure 2).

A la fin de la phase de nursery, le tri des animaux de poids moyen égal 0,8 - 1,2 g est
effectué afin d'obtenir une population la plus homogène possible soit pour effectuer des tests
de toxicité sur des escargots âgés de I mois environ (un 1" tri est en général effectué après 3,5
semaines d'élevage ; ensuite, des tris successifs sont faits après 4 et 4,5 semaines), soit pour
poursuivre la croissance sans traitement particulier (planche II3, figures 3 et 4). Ce tri est
nécessaire car la population est relativement hétérogène en fin de période de nursery. En
moyenne, 15 à 30% des jeunes issus d'une ponte restent < nains > et ne sont pas conservés
pour la suite de l'élevage.

Cette hétérogénéité a été expliquée par un comportement de cannibalisme des individus les
premiers éclos sur les æufs (oophagie intra-spécifique) (Desbuquois, 1998). Selon I'auteur
70Yo des nouveau-nés ingèrent un æuf, voir deux, au cours des trois premiers jours. Ce
cannibalisme n'est pas toujours constaté puisqu'il est possible d'obtenir 100% d'éclosion de
jeunes après 4 semaines.

Planche II2 : Elevage de Helix aspersa aspersa en laboratoire

I Dispositif de cages semi-autonettoyantes. (échelle = 20 cm)

Dans chaque cage, on place 5 géniteurs, des coupelles avec la nourriture HelixalO 2""
âge, un pondoir.
A : Axes rotatifs avec buses d'arrosage dans chaque cage ;
G : Gouttières de récolte de l'eau de nettoyage amenant I'eau à une évacuation d'eaux
usées.

Détail de deux cages avec escargots matures. (échelle = 2 cm)

EP : Escargot en ponte ;
EA : Escargots accouplés ;
F : Farine HelixalO 2" " àge;
P : Pondoir avec terreau horticole.

Détail d'un pondoir avec une ponte (O) déposée en profondeur. (échelle = 1,5 cm)

Dispositif d'incubation des æufs sur papier absorbant humide et élimination de la
terre par lavage à I'eau (O : æufs). (échelle = 2cm)
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Planche II2
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Planche II3 : Matériel d'élevage d'Helix aspersa uspersa

Portoir en acier inoxydable avec boites à souris (IFA - CREDO) contenant des
pontes en éclosion (O), des jeunes en cours d'éclosion (A) et des jeunes âgés de
quelques jours (B). A ce stade, deux boites renversées I'une sur I'autre
permettent d'augmenter le volume, les jeunes se placent sur le haut de la
cage.(échelle:5 cm)

Jeunes Helix aspersa aspersa avec nourriture Helixal@ 1"' âge. (échelle:2 cm)

et 4 Animaux en grossissement âgés de I mois et avant tri de sélection. Les
individus plus petits (Ilèche) sont retirés. (échelle:2 cm)
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Chapitre III : Monitoring actif et passif

Le monitoring passif fait appel aux individus récoltés sur le site. Dans ce cÉN, on ne connaît
pas avec certitude l'âge des individus ni les dimensions exactes du tenitoire qu'ils ont
fréquenté et sur lequel ils ont prélevé leur nourriture.

Le monitoring actif utilise des individus obtenus en élevage dans des conditions contrôlées
(ff chapitre II.1.) puis transférés sur le site à étudier dans des microcosmes limitant leur
déplacement et leurs sources de nourriture.

Un microcosme est constitué d'une cage sans fond, carrée (0,5 m de côté sur 0,2 m de
haut). Cette cage est faite en PVC blanc et possède un couvercle amovible composé d'un
grillage en PVC blanc (maille de 5 mm). Ce grillage permet la pénétration dans la cage de la
lumière, de I'air et de I'eau, mais ne permet pas aux escargots de s'échapper. La cage est
enfoncée sur le site à étudier sur une profondeur de 5 cm environ.Lavégétation est conservée
apportant aux escargots la nouniture du site exposé (planche IIa, figures I et2).

Le monitoring passif a été utilisé sur les sites suivants :

- Helix pomatia de référence pour le site de Jouy-aux-Arches (Moselle)
- Bordure d'autoroute (A3IlA7) et routes (N7) ainsi que pour les animaux de références

pour les espèces méridionales
- Mine de Léouvé (Alpes Maritimes)

Le monitoring actif a été utilisé sur les sites suivants :

- bordure d'autoroute (A3l) sur deux sites (Bouxières-sous-Froidmont et Maizières en
Moselle)

- site de Jouy-aux-Arches puis à Mallancourt-la-Montagne (Moselle)
- site d'aciérie électrique (Meurthe et Moselle)

Planche IIa : Biomonitoring actif (figures 1 et 2) et minéralisation du
matériel biologique pour analyse SAA (figures 3 et 4)

1 Microcosme constitué d'une cage carrée avec grillage à la face supérieure. (échelle = 1215 cm)

2 Expérience de monitoring actif sur le site de Jouy-aux-Arches avec transfert d'Helix pomatia.
(échelle = 5 cm)

Cage ouverte afin de montrer la végétation en place, des morceaux de tuile servant d'abri aux escargots.
4 piquets permettent de tenir la cage en place. Les côtés de la cage sont, par ailleurs, enfoncés de 5 cm
dans le sol qui est ensuite rabattu sur les flancs et tassé.

3 De gauche à droite :

- Coquille de Helix aspersa aspersa
- Tube contenant la masse viscérale sèche d'un individu
- Tube contenant le pied sec d'un individu
- Tube après minéralisation à I'acide nitrique

Noîez l'absence de résidus non minéralisés.
- Coquille vide de Helix pomatia non minéralisée

4 Dispositif de contention des tubes pour la minéralisation à I'acide nifrique.

Les vis permettent de serrer la planche supérieure contre les bouchons et éviter la perte de vapeurs.
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Planche IIa
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Chapitre IV : Contamination en laboratoire (planche II5, figures 1
à3)

La contamination en laboratoire a permis d'obtenir de jeunes escargots Helix aspersa
aspersa en vue d'une étude en histologie (microscopie optique et électronique et
microanalyse). Ces expérimentations ont été réalisées dans des bacs à souris (Cf. chapitrell.2)
en utilisant trois méthodologies :

- La première expérience préliminaire consiste en une contamination à différentes
concentrations (5, I0,25,50 et 75o/o) de seulement la nourriture soit par des
poussières d'aciérie, soit par de la poudre de plomb pur, soit par de la poudre de
zinc pur, les escargots ayant comme substrat du papier absorbant humide.

- La seconde consiste en une contamination d'un substrat (sol de réference désigné S0
et provenant de la ferme expérimentale de la Bouzule (ENSAIA de Nancy, Meurthe
et Moselle) contaminé à différentes concentrations (5, l0 et25%) par des poussières
d'aciérie. Les escargots reçoivent dans ce cas soit une nouniture Helixal@ 2" " àge
non contaminée soit une nourriture Helixal@ 2"" âge contaminée par des poussières
d'aciérie aux mêmes concentrations que pour le substrat.

- La troisième expérimentation est identique à la seconde avec un substrat qui se
compose d'un sol artificiel normalisé (Ç/ ci-dessous IV.2.3. b)

Pour réaliser les expériences, la granulométrie des poussières d'aciérie et des poudres de
plomb ou de zinc a été fixée à un maximum de 2 mm par passage au travers d'un tamis en
acier inoxydable à mailles carrées de 2 mm. La poudre tamisée présente des particules variant
de 0,51 à 0,82 pm. La poudre de plomb (Aldrich) présente des particules d'un diamètre
moyen variant de 0,38 à 50 pm. La poudre de zinc (Aldrich) présente des particules d'un
diamètre moyen variant de 0,57 à I3,2 pm.

Comme les escargots consomment du sol sur lequel ils se déplacent, la contamination soit
de la nourriture, soit du sol, soit des deux simultanément, permet d'apprécier les voies de
contamination (orale et cutanée) en présence de métal particulaire. En effet, dans
I'expérimentation réalisée, la contamination par voie pulmonaire ne semble pas possible (arrêt
des particules, au niveau du pneumostome, avant la chambre pulmonaire) Les effets sur la
croissance sont mesurés chaque semaine pendant 4 semaines. Les essais sont réalisés sans
renouvellement du substrat tandis que la nourriture est renouvelée 3 fois par semaine.

Les résultats obtenus, lors des essais, sont comparés à ceux d'un essai témoin sans
contamination des substrats et de la nourriture.

IV.1. Environnement des expériences

Les expériences sont réalisées à la température de 20 !.2"C sous une photopériode de 12h
L - 12 h O et à une humidité ambiante de 80 à95% (Cf.II.l.)

[V.2. Matériels

N.2.1. Matériel biologique

Le matériel biologique est constitué d'escargots juvéniles Helix aspersa qspersa âgés de 1
mois et dont le poids frais moyen est de | + 0,29.

Les escargots utilisés proviennent d'un élevage standardisé synchrone pour former une
population aussi homogène que possible du point de vue de la taille, de la masse et de l'âge).
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a. Substrat de sol de référence S0

Le sol de référence S0 est un sol naturel. Il provient de la Bouzule (ferme expérimentale de
I'ENSAIA de Nancy, Meurthe et Moselle) et a été préparé par I'IRH de Nancy en vue d'une
utilisation dans le cadre d'un programme ADEME. Le sol S0 doit être tamisé après séchage à
I'air dans un tamis en acier inoxydable à mailles carrées de 2 mm et conservé conformément à
la norme I'ISO 10381-6 puis humidifié comme le sol artificiel pour être utilisé comme
substrat d'élevase.

b. Substrat de sol artificiel

Le substrat appele <
la norme ISO-11268-2\

sol artificiel > répond à la composition suivante (telle que définie par

En pourcentage de la masse sèche
Tourbe de sphaignes, blonde séchée à l'air,
finement moulue.
exempte de tout résidu végétal visible

Argile kaolinique, contenant au moins 30Yo de kaolinite

Sable de quartz industriel (contenant en majorité 50olo
des grains dans la classe de granulométrie de 0,05 mm à 0,2 mm)

r0%

20%

70%

Du carbonate de calcium (CaCOg) pulvérisé, de qualité analytique reconnue, est ajouté en
quantité suffisante (généralement entre 0,5 et loÂ de la masse des ingrédients secs). L'objectif
de cet ajout, est d'amener le pH du substrat humidifié à 6,0 + 0,5.

Le sol artificiel ainsi préparé est humidifié avec de l'eau distillée pour atteindre une teneur
en eau comprise entre 40oÂ et 600Â en masse de la capacité totale de rétention en eau,
déterminée conformément à la norme ISO 11274. Potx une préparation de l40g de sol
artificiel sec, il est nécessaire de rajouter un poids en eau de 42,59 afin d'obtenir 50olo de la
capacité de rétention en eau.

Nota: dans des expériences récentes (programme PNETOX) portqnt sur des sédiments
artificiels de rivière, la tourbe est remplacée par de la cellulose d'origine connue. Cet
ingrédient pourait être également retenu pour la confection des sols artificiels en vue d'un
< test escargot > normalisé.

c. Alimentation

L'alimentation est apportée sous forme de farine (Helixal 2" " àge) de façon à former un
mélange homogène avec les contaminants. La farine Helixal utilisée permet d'obtenir, chez
les témoins non contaminés. une croissance stable et très satisfaisante.
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Planche II5 : Expérience de contamination par des métaux particulaires en
laboratoire

I Portoir avec, sur les étagères a et b, poursuite de l'élevage avec æufs en éclosion
(O), jeunes en train d'éclore (E), jeunes en grossissement (G) et géniteurs en
réserve (R).

Sur les étagères c, d et e, expérience de contamination par ajout de poussières d'aciérie
dans le sol désigné S0 (origine : La Bouzule). 3 cages par concentration et 3 cages
pour la référence sol non contaminé. (échelle: 15 cm)

2 Boite d'un lot de 5 individus de Helix aspersa aspersa sur sol non contaminé et
nourriture Helixal @ 2è-'âge non contaminée. (échelle = 2,5 cm)

3 Boite d'un lot de 5 individus de Helix aspersa aspersa sur sol contaminé par des
poussières d'aciérie.

Comparez la taille des individus avec ceux de la figure 2. (échelle :2,5 cm)
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Planche II5
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[V.2.2. Appareillage

a. Récipients

Pour les expériences, des boîtes à souris à usage unique en polystyrène sont utilisées (réf.
080001 Ifa-Credo;L:24 cm, l: 10,5 cm, h:8 cm). Les boîtes sont recouvertes par une
plaque transparente en plexiglas de 26,5 cm x 13,5 cm, tenue en place par 2 élastiques
pendant toute la durée des expériences. Ces plaques sont percées de petits trous afin de
permettre la ventilation de la boîte.

La nouniture est distribuée dans des boîtes de Pétri de diamètre 5,5 cm et 1 cm de haut.
Ces boîtes de Pétri sont en verre ou en plastique. Ces matériaux ne présentant pas
d'interaction avec les substances expérimentées.

b. Environnement

Les boîtes à souris sont placées sur des étagères en acier inoxydable. L'ensemble est mis
dans une pièce climatisée à la température de 20 + 2C et à un taux d'hygrométrie de 80 à
95%o.La lumière provient de tubes fluorescents de type lumière du jour, d'une intensité de 50
à 100lux avec un rythme d'éclairage journalier de 12 h L - 12 h O.

lV .2.3. Mode opératoire

La gamme de concentration choisie varie de 5 à 75% au cours de la première
expérimentation. Au regard des premiers résultats la gamme de concentration a été réduite
entre 5 et 25%o en raison d'un trop fort taux de mortalité pour les concentrations les plus
élevées. Trois répétitions ont été réalisées par concentration avec 5 escargots par
concentration et par récipient. Le poids moyen, en début d'expérience, est de I ! 0,2 g.

Les contaminants utilisés sont des contaminants solides directement intégrés et intimement
mélangés au sol artificiel, au sol S0 ainsi que dans la nourriture selon les differents
pourcentages massiques désirés.

Les récipients reçoivent les mélanges ainsi préparés de substrats (témoins ou contaminés) à
raison de 170 g environ par récipient pour les sols S0 et artificiel de manière à obtenir une
couche d'environ 1 cm au fond de chaque boîte. Le substrat est étalé uniformément sur le
fond du récipient avec une spatule en acier inoxydable. Il n'est pas renouvelé au cours des 4
semaines du test mais il est humidifié, si nécessaire, et mélangé une fois par semaine après
avoir enlevé les excréments qui sont à la surface. Les excréments qui moisissent sur le
substrat peuvent également être évacués lors des changements de nourriture.

La nouniture est placée ad libitum dans une boîte de Pétri de 5,5 cm de diamètre. Cette
nourriture est renouvelée trois fois par semaine.

Les récipients sont placés dans la salle d'élevage décrite précédemment. Ils sont observés
régulièrement et toute anomalie pouvant interférer avec le bon déroulement des essais est
notée. Tous les 3 jours, la nouniture est renouvelée et les parois latérales des boîtes sont
nettoyées avec du papier absorbant humide. Le couvercle est lavé à l'eau courante, puis séché
et ré-humidifré par vaporisation d'eau distillée. Pour ce qui est des essais sur papier absorbant,
la boite est complètement lavée à l'eau distillée et le papier absorbant recouvrant le fond de la
boîte est changé et ré-humidifié. Chaque semaine, avant le changement de nourriture et le
nettoyage des parois latérales et du couvercle, les escargots sont pesés individuellement (au
1/10 de g). La mortalité est notée.
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Chapitre V : Analyse des métaux

V.1. Spectrométrie d'absorption atomique (planche IIa, figures 3 et 4 ;
planche 116, figures 1 et 2)

Les escargots, à jeun depuis trois jours afin de vider au maximum le tractus digestif de la
nourriture contaminée non absorbée, sont traités par lots de 5 individus. Ils sont congelés
jusqu'à I'analyse. Pour I'analyse des métaux, ils sont décongelés, extraits facilement de la
coquille car le muscle columellaire est relâché, puis disséqués de façon à séparer le pied des
viscères. Les viscères et les pieds sont pesés. Cette étude séparée des pieds et des viscères
s'avère pertinente car I'animal accumule préférentiellement les micro-polluants dans
différentes parties de son organisme. Les prélèvements sont séchés dans des tubes de 20 ml en
polystyrène cristal (à usage unique) placés à 60"C durant plusieurs jours si nécessaire afin de
pouvoir déterminer le poids sec. Cette température peut-être abaissée si le contaminant
expérimenté est volatil.

Après séchage, on procède au broyage le plus fin possible, à I'aide d'un mortier.
On pèse 280 mg plus ou moins l0 mg (ou moins, si le poids de l'échantillon est trop faible)

dans un tube de 20 ml en polystyrène cristal (à usage unique), dans lequel on ajoute 4,5 ml
d'acide nitrique aut/z (planche IV, figures 3 et 4).

Les tubes sont bouchés et placés dans un portoir permettant de bloquer les bouchons par
compression. Le portoir est ensuite placé, pendant 24 heures, dans une étuve à 65"C où
I'attaque acide s'effectue sous pression. Après refroidissement des tubes, on ajoute 14,5 ml
d'eau distillée.

L'analyse s'effectue en Spectrophotométrie d'Absorption Atomique en flamme (Perkin-
Elmer 2380) pour le cuivre, le manganèse, le fer et le zinc (planche 116, figure 2) et en
Spectrophotométrie d'Absorption Atomique en four (Varian SpectrAA 300/400) pour le
cadmium, le chrome, le nickel et le plomb (planche 116, figure l).

V.2. Analyse des isotopes du plomb

Les échantillons d'escargots sont préparés comme pour I'analyse des métaux en absorption
atomique. La minéralisation est effectuée à l'acide nitrique /, afrn d'obtenir une solution à 2%;o
d'HNO3.

Les échantillons de sols et d'hydroxydes métalliques sont séchés, broyés puis tamisés à 0,5
mm. Après tamisage, l'échantillon est soumis au même traitement que les cendres d'aciérie et
la poudre de plomb à savoir une minéralisation en présence de l0 ml d'acide nitrique (69%)
par ébullition en reflux pendant 3 heures (180"C) suivie d'une réduction du volume de
minéralisât à2 ml puis après refroidissement d'un ajustement du volume à 50 ml.

La mesure des rapports 206Pb/207Pb et 20sPb/207Pb est réalisée par déviation, en fonction de
leur masse, des isotopes ionisés dans un champ magnétique (spectromètre de masse).
L'ionisation est obtenue par une source de plasma (ICPMS). L'ionisation thermique (TIMS)
n'a pas été utilisée dans cette étude. La présentation détaillée de ces deux méthodes est
effectuée par Hopper et al. (199I) ou Keinonen (1992).

Dans le traitement des données, seules les valeurs comprises dans I'intervalle : moyenne *

2 ô sont conservées.
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Chapitre VI : Méthodes histologiques (microscopie optique,
électronique et microanalyse)

VI.1. Microscopie optique

Les techniques sont détaillées dans les traités de Lison (1953), Martoja et Martoja (1967)
et Gabe (1968). L'animal est anesthésié par injection dans I'hémocoele de 0,02 mllg
d'escargot de solution de succinylcholine chloride (Sigma) à 1% (Burton, 1975) afin que
I'animal sorte totalement son pied de la coquille. Après enlèvement rapide de la coquille les
organes sont immédiatement prélevés (rein, glande digestive, intestin et pied). Chaque
fragment tissulaire est immergé dans le liquide fixateur. Trois types differents de fixateurs ont
été utilisés : le formol neutre à l}yo,le Bouin Hollande et le liquide de Môller qui n'est autre
que du formaldéhyde à40oÂ additionné à du bichromate de potassium à3%.

Après l'étape de fixation et de lavage, l'échantillon subit une déshydratation par passage
successif dans une série d'alcool de degré croissant (70,95" et 100') puis dans trois bains de
toluène.

Après la déshydratation, l'échantillon est imprégné pendant 24h par de la paraffine à la
température de 56", puis inclus dans la paraffine sous forme de blocs dimensionnés au moyen
des barres de Leukart.

Les coupes peuvent être ensuite réalisées. Les blocs sont préalablement taillés afin de
rendre apparent l'échantillon à couper. Les coupes, d'une épaisseur de 7 pm, s'effectuent à
I'aide d'un microtome Leitz. Les coupes sont collées par de l'eau albumineuse sur une lame
échauffée par une platine chauffante puis déparaffinées au toluène et hydratées par passages
successifs dans des bains d'alcool de degré décroissant (100",95" et 70") puis enfin dans de
l 'eau.

La réhydratation étant faite, les coupes peuvent être colorées. Les colorations utilisées sont
de quatre types (Les techniques sont détaillées dans les traités de Lison (1953), Martoja et
Martoja (1967) et Gabe (1968):

- Après fixation au liquide de Môller, les sels de plomb apparaissent sous forme de
cristaux jaunâtres de chromate de plomb. Une coloration topographique peut-être
effectuée par le bleu de toluidine qui colore les noyaux en bleu. Un témoin est réalisé
par comparaison et vérification des artéfacts possibles.

- Après fixation au formol ou au Bouin, differentes colorations complémentaires ont été
utilisées :

o Trichrome de Masson en un temps
o Bleu alcyan, Hématoxyline de Groat, Orange G
r Bleu de Toluidine

Après coloration, les lames sont déshydratées par passage dans une série d'alcool de degré
croissant (70",95" et 100') puis dans du toluène (trois bains).

Le montage final est achevé par utilisation d'un baume d'inclusion (EUKITT) et la pose
d'une lamelle.

Les observations sont réalisées au moyen d'un microscope optique équipé d'un appareil
automatique de prise de vue (microscope Leitz Dialux zo ; système de photographie
automatique Leica et boîtier photographique) et d'une caméra haute définition permettant
l'analyse d'image (Sony 3CCD ; logiciel < analysis > Olympus) (planche VI, figure 4).
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Y1.2. Microscopie électronique (planche 116, figure 3)

La fixation des échantillons, prélevés comme décrit précédemment, est effectuée au
glutaraldéhyde dans un tampon cacodylate 0,02 M (1 vol/1 vol) pendant deux heures à une
température de 4oC. Ces derniers sont rincés dans un tampon de cacodylate 0,01 M (2 x 30
min au réfrigérateur). Une étape de post-f,rxation s'en suit au tétroxyde d'osmium à 1% dans
un tampon de cacodylate (solution finale à 0,01 m) pendant 2 heures à température ambiante.
Les échantillons sont ensuite rincés dans un tampon de cacodylate 0,01 M pendant 30 min. Il
s'ensuit une déshydratation dans une série d'alcool de degré croissant (éthanol 30'pendant 5
min, 50o pendant 5 min, 70o pendant 10 min, 95o pendant 10 min et 100' deux fois 15 min).

Les échantillons subissent une phase d'imprégnation progressive par de la résine (R) qui
est un mélange Epon-Araldite. Cette imprégnation s'effectue en quatre étapes successives en
présence d'oxyde de propylène (O.P) :

- R l/3 + 213 O.P. pendant t heure
- R Y, + 1/2 O.P . pendant t heure
- P.2l3 + 1/3 O.P. pendant t heure
- Résine pure pendant 12 heures

L'inclusion se fait dans un moule plastique à température ambiante
dans une étuve à 38oC pendant I heure et à 60'C pendant 48 à72 heures.

Les échantillons sont coupés au moyen d'un ultra-microtome (LKB
types de coupes sont faites :

puis le durcissement

Ultratome V). Deux

- semi-fines (épaisseur 1pm) colorées au Bleu de Toluidine permettant la reconnaissance
des structures concernées par la coupe

- fines (épaisseur 70 à 100 nm)

Les coupes fines sont recueillies sur une grille de 200 mesh en cuivre. Ces coupes sont
contrastées par de l'acétate d'uranyle pendant l0 min puis par du citrate de plomb pendant 5
min selon Reynolds (1963).

L'examen de ces coupes se fait sur un microscope électronique à transmission JEOL CX
100 à 80 kv.

Parallèlement à cette préparation, une mise en évidence du plomb a été effectuée. Pour cela
il y a eu un ajout au fixateur de 2 oÂ de sulfure d'ammonium (ou de sulfure de sodium)
pendant 2 heures. Les échantillons ainsi fixés ont été rincés par une solution de nitrate
d'argent à l0% pendant 15 min et lavés dans un tampon tris-maléate trois fois de suite.

Les observations en microscopie électronique les plus représentatives des structures ont été
photographiées. Le développement des plaques s'effectue en chambre noire photographique
au moyen d'un révélateur (1 vol pour 9 vol d'eau), puis après rinçage à l'eau courante, elles
sont fixées puis de nouveau rincées à l'eau courante et séchée à la température de la pièce.

Le développement papier se fait par I'usage d'un agrandisseur et à differents temps de pose
selon le contraste du nésatif.
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Planche 116 : Appareils d'analyse des métaux. Microscopie électronique en
transmission. Analyse d'image

1 Spectrophotomètre d'absorption atomique en four (Varian SpectrAA 300/400)
pour Cd, Cr, Ni et Pb.

2 Spectrophotomètre d'absorption atomique en flamme (Perkin-Elmer 2380) pour
Cu, Mn, Fe et Zn.

3 Microscope électronique à transmission (MET) couplé à un spectromètre de
dispersion d'énergie des photons X (EDXS) et d'un spectromètre de pertes
d'énergie d'électrons transmis (PEELS) (Service de Microscopie Electronique de
Nancy)

4 Analyse d'image.

Caméra Sony 3CCD (C) et à l'écran du micro-ordinateur (E), examen d'une coupe
histologique de rein de Helix ospersa asperso montrant des concrétions de tailles
variées. Le logiciel Analysis de Olympus permet d'effectuer les mesures des diamètres
des concrétions.
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Planche 116
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VI.3. Analyse aux rayons X, spectre EEL et LAMMA

VI.3.1. Analyse X (planche 116, fïgure 3)

Compte tenu de I'existence de réferences antérieures dans les travaux du laboratoire
(Giambérini, 1993) et de synthèses destinées aux biologistes (Cajaraville, 1995),je ne citerai
ici que l'essentiel des principes de l'analyse X.

Les échantillons destinés à I'analyse X ne subissent pas la post fixation au tétroxyde
d'osmium. Des coupes fines sur ultra-microtome sont montées sur des grilles sandwich en
nickel et ne sont pas contrastées à l'acétate d'uranyle et au citrate de plomb afin de ne pas
interférer avec la recherche du plomb dans l'échantillon.

Quand un faisceau d'électrons bombarde un échantillon solide, un grand nombre
d'interactions surviennent. En effet, plusieurs types de signaux sont émis. Les interactions
sont de 2 types. Dans le premier type, il y a une diffusion élastique c'est-à-dire que l'électron
est dévié par le noyau de I'atome sans variation d'énergie (AE:O) mais avec un changement
de direction (Ë+ E;. fe deuxième type d'interaction consiste en une diffirsion inélastique
c'est-à-dire que l'électron incident transfere une partie de son énergie sous forme de variation
énergétique (AE+O =1,+1""). Dans le cas de la diffi.rsion inélastique, on distingue deux
gammes de transfert d'énergie. En effet, il y a les faibles transferts avec excitation des
photons ou réseau périodique du matériau, d'où production de chaleur (pertes d'=0,1 eV) mais
aussi avec excitation des électrons de la bande de conduction générative des électrons
secondaires (pertes de 0 à 50 eV) ou encore excitation des plasmons ou << gaz d'électrons
libres >. D'autre part, il y a des transferts forts avec ionisation des niveaux électroniques
profonds avec transfert d'énergie très variable (0,1 keV à 170 keV) et génération soit de
photons X soit d'électrons Auger mais également freinage radiatif ou Bremstrahlung c'est-à-
dire un ralentissement des électrons par le champ électromagnétique au voisinage du noyau
atomique. Le spectre conespondant est continu avec un maximum d'énergie égal à l'énergie
des électrons primaires.

La base de l'analyse X est l'exploitation des signaux X émis lors des diffusions
inélastiques avec transfert important d' énergie.

La frgure 30 illustre une interaction électron incident - électrons du cortège électronique
avec départ d'un électron du niveau K et désexcitation par arrivée du niveau L.
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Figure 30 : Principe de I'interaction électron -

Le bilan énergétique est positif : ÂE:Er-Er.. Les énergies des différents niveaux du cortège
électronique varient de façon discrète, il en est de même de leur diftrence. Cette énergie va

permetfie soit l'émission d'un photon X d'énergie ÂE caractéristique de la présence d'un
élément donné dans la cible, soit l'émission d'un électron Auger qui est un électron de faible

énergie sur lequel est transferée l'énergie ÂE.
Suivant le niveau de l'électron éjecté et celui de l'électron remplaçant, différentes raies

sont émises. Les raies caractéristiques ainsi produites se superposent au spectre du
rayonnement continu.

Le rôle d'un système de détection de rayons X est d'enregistrer les photons émis par le
volume inadié et de déterminer pour chaque élément présent dans l'échantillon, les intensités
des raies caractéristiques. L'analyse peut ainsi ête réalisée soit par spectroméfiie à dispersion
de longueur d'onde (WDS) correspondant à la sonde de Castaing, soit par specfrométrie à
sélection d'énergie (EDS), qui est la technique employée dans ce travail, couplée à un
microscope électronique à transmission de type Philips CM20.

Ce microscope électronique à transmission, opérant à 200 ou 120 kV, est associé à un
spectromètre de dispersion d'énergie (modèle EDAX).Lataille de sonde est d'environ 14 nm.

Le spectromètre comprend :

- Un détecteur semi-conducteur en silicium-lithium qui transforme les photons émis par
l'échantillon bombardé d'électrons en charges électriques proportionnelles à l'énergie
des photons incidents. Le détecteur ou diode est protégé par une fenêtre très fine en
béryllium (0,4 pm).

- Une chaîne analytique formée d'un préamplificateur, d'un amplificateur, d'un
convertisseur analogique numérique, d'un rejet d'empilement, d'un analyseur multi-
canal, d'un correcteur de temps mort et d'une mémoire de stockage.

Le spectre total émis par l'échantillon est analysé à I'aide du système informatique couplé
au spectromètre par des méthodes qualitatives et semi-quantitatives. Le temps de comptage
est généralement de 100 secondes, temps qui peut-être augmenté à200 secondes.



Partie II - page 103

L'objectif de l'étude étant qualitatif plus que quantitatif, le nombre d'individus analysé a
été au maximum de trois. Un maximum d'individus étant consenré pour l'étude de la
bioaccumulation en spectrométrie d' absorption atomique,

L'analyse X a principalement été utilisée pour les vérifications des observations
histochimiques du plomb et pour un complément d'informations en ce qui concerne les autres
métaux et les éléments essentiels du métabolisme.

VI.3.2. Spectre EEL

La spectroscopie de pertes d'énergie d'électrons transmis est une technique pennettant
I'identification des éléments présents dans l'échantillon. Les avantages de cette technique
résident dans le fait que l'on s'intéresse à un processus à un processus primaire d'excitation.
Les structures fines des pics, au niveau des seuils, renseignent sur I'environnement chimique
des éléments analysés.

Les specfres EEL ont été enregistrés à I'aide d'un spectromètre Gatan 666 couplé au
microscope électronique Philips CM20 opérant à 200 kV.

- Les conditions expérimentales sont les suivantes :
- Filament LaB6 : insaturé
- Diaphragme d'entrée : 2F :20 mrad
- Dispersion :0,2 eV/canal
- La résolution en énergie mesurée à mi-hauteur du pic de perte zéro: 1,4 eV
- Taille de la zone analysée : 20 nm
- Temps d'acquisition des spectres :

Afin d'améliorer le rapport signal bruit, plusieurs spectres sont accumulés.

o Domaine de pertes faibles : 0,025 (s/spectre) x 100 (spectres: 2,5 s
o Seuil K du carbone : 1,6 (s/spectre) x 5 (spectres) : 8 s

VI.3.3. Analyse laser (LAMMA)

Certaines coupes fines ont été étudiées par une autre technique non basée sur I'excitation
des électrons.

La microanalyse par microsonde laser (Laser Microprobe Mass Analysis : LAMMA)
utilise un rayon laser à la place du faisceau d'électrons. Le rayon laser de haute énergie
perfore une section histologique selon un diamètre de I mm et forme un < plasma > de
particules chargées et non chargées. Les ions sont séparés par un spectromètre de masse. Cette
technique est également désignée LIMA : Laser Ionisation Mass Analysis et LPMS : Laser
Probe Mass Spectrometry.

Les conditions opératoires de I'analyse laser sont les suivantes : À : 355 nm, sensibilité -
120  mV,  E :  100  pS ,  I : 5 .10s  dcm2.  

'

L'utilisation de cette technique a permis de faire un premier screening de la composition
élémentaire des granules rénaux suivi d'rure analyse en spectre EEL.

VI.4. Analyse d'image (planche 116, figure 4)

L'analyse d'image a été utilisée pour mesurer les granulométries des poudres de plomb et
de zinc de certains protocoles expérimentaux, la granulométrie des poussières d'aciérie, la
taille des sphérocristaux des cellules à calcaire de la glande digestive, la taille des concrétions
des cellules rénales ainsi que la taille des particules phagocytées par les cellules intestinales.
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Chapitre VII : Méthodes d'analyses statistiques

- Pour l'étude statistique, 5 à 9 animaux ont été testés pour chacun des lots. Les
differences significatives (P
paramétrique de Mann-Whiûrey U test (Seigel, 1956).

- L'établissement du coefficient de corrélation linéaire aété effectué pour rechercher
I'existence et la significativité d'une corrélation enfie sa concentration dans
I'aliment et la concentration en ce même métal dans I'organisme.
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Chapitre Etablissement d'une grille de contamination
polymétatlique appliquée à Helix aspersu aspersa

L'étude des niveaux de concentration en métaux a pu être réalisée sur des individus adultes
de Helix ospersa ospersa fournis par un ensemble d'héliciculteurs du GNPE. Les résultats ont
fait I'objet de rapports exhaustifs (Pihan et al,1994a, 1994b,1996).

Nous reprendrons ci-après les résultats principaux ayant permis de définir des classes de
contamination. Pour des raisons de confidentialité vis-à-vis des partenaires du GNPE, les
noms des héliciculteurs et la désignation des sites ne sont pas indiqués. A ces lots du GNPE
ont été ajoutés certains lots provenant de laboratoires associés au programme (Lycée
Professionnel Agricole de Rivesaltes, Centre INRA du Magneraud et Université de Franche-
Comté).

f.1. Screening des concentrations en cuivre (en mg/kg de Ms) chez Helix
aspersu ospersa

I.1.1. Concentrations en cuivre dans les pieds et les viscères des lots d'Helix
ospersa aspersa provenant du milieu naturel (figures 3l al et az)

20 lots de 5 individus, provenant de différentes régions de France, ont été étudiés en
séparant les pieds et les viscères. Les concentrations en cuivre sont plus élevées dans les pieds
que dans les viscères, mais globalement, nous le verrons ci-dessous, les autres métaux étant
en concentrations plus élevées dans les viscères, la grille de contamination comportant 4
classes aété fixée par rapport aux viscères (tableaux 23 et24).

Selon cette grille, l0 lots relèvent de la classe I, 3 lots de la classe II, 3 lots de la classe III
et 4 lots de la classe IV. Une recherche des activités anthropiques dans les stations
prospectées met en évidence, pour les lots de la classe IV, une récolte sur d'anciennes vignes
(E31) et pour les lots de la classe III un environnement proche d'exploitations viticoles. Cette
activité est connue pour I'usage de sulfate de cuivre.

I.1.2. Concentrations en cuivre dans les pieds et les viscères des lots d'Helix
flspersa uspersa provenant d'élevages (figures 32 br et bz)

24 lots de 5 individus ont été analysés en ce qui concerne les concentrations en cuiwe dans
les viscères et parmi ceux-ci, 20 ont donné lieu à I'analyse simultanée des concentrations dans
les pieds. Conformément à ce qui a été signalé dans les lots prélevés en nature, les
concentrations en cuivre sont supérieures dans le pied par rapport à celles dans les viscères.
Par réference à la grille de contamination établie pour le cuiwe dans les viscères, l0 lots
relèvent de la classe I, 5 lots de la classe lI,zlots de la classe III et 7 lots de la classe IV. Le
classement d'un grand nombre de lots en classe IV oriente la recherche de la cause vers la
qualité de I'aliment distribué d'autant que la formulation INRA comporte un ajout en sulfate
de cuivre. Le lot d'élevage N6 présente la concentration la plus faible même inferieure à la
plus basse concentration du lot E7 prélevé dans la nature. Par contre, le lot d'élevage EB
présente un niveau de contamination du même ordre de grandeur que celui du lot E31 prélevé
sur une ancienne exploitation viticole. Le lot N9 qui a reçu un aliment non complémenté en
CMV (sans sulfate de cuivre) relève de la classe I et peut être comparé aux lots B et P qui
relèvent de la classe IV et ont reçu un aliment complémenté en sulfate de cuiwe.

I :
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a1 : Concentrstions en cuivre dans les pleds d'Helix aspeîsa asperca de la
nature
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b1: Concentrations en cuivre dans les pieds des Eetix asper.sr aspersa
d'élevage
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c1 : Concentrrtions en cuivre dans les pieds d'Hehasperro,a a.speÊr d'élevage
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f.1.3. Etude de la corrélation entre la concentration en cuivre dans ltaliment et
la concentration en cuivre dans le pied et les viscères des lots d'Helix
aspersa aspersa provenant d'élevage (figures 33 cl et c2)

Chaque héliciculteur ayant fourni un échantillon de I'aliment obtenu à partir de
fournisseurs identifiés, I'existence d'une corrélation entre la concentration en cuivre dans
I'aliment et la concentration en cuivre dans les escargots aéIé recherchée sur un effectif de24
lots concernant les viscères et 20 lots concernant les pieds. Il existe une corrélation
significative et positive entre la concentration en cuivre dans I'aliment et la concentration en
cuivre dans le pied ou les viscères (Rt ' 0,904 pour le pied et R2 : 0,902 pour les viscères).
Cette étude est une étude globale et il faut tenir compte de la diversité des lieux de production,
des techniques d'élevage (hors sol ou en parc) avec une mise à disposition de végétaux variés
et un sol ayant supporté un nombre variable d'années de production. Les droites de régression
se sifuent dans le domaine de la macroconcentration.

I.1.4. Conclusion

Conformément aux données bibliographiques, Helix aspersa aspersa est un
macroconcentreur de cuiwe et notre étude précise cette capacité pour le pied aussi bien que
pour les viscères.

En ce qui concerne le lot N8 qui a donné lieu à une expertise du fait d'une mortalité
survenant dans certains parcs, la concentration obtenue dans les viscères relève de la classe IV
tout en étant loin de la concentration constatée dans le lot E8. Dans ce cas, plus que la
concentration moyenne en cuivre contenue dans I'aliment, c'est surtout I'hétérogénéité de
I'aliment qui est en cause. En effet, on peut constater, dans certains cas, une action létale
lorsque I'animal est en contact direct par la bouche avec un grain de sulfate de cuivre. Ce
constat nous a incité à proposer un abaissement de la concentration en cuiwe permettant
d'une part d'induire une plus faible concentration en cuivre chez I'escargot et d'autre part,
diminuant le risque de la prise directe de sulfate de cuivre.Lapossibilité de réaliser l'élevage
sans ajout de complément apportant le cuivre (expérience avec CMV ou sans CMV) est
évoquée dans le paragraphe I.8.4.

1.2. Screening des concentrations en zinc (en mg/kg de Ms) chez Helix
flspersû flspersa

1.2.1. Concentrations en zinc dans les pieds et les viscères des lots d'Helîx
aspersa aspersa provenant du milieu naturel (figures 34 at et y)

Les 20 lots analysés pour le cuivre I'ont été également porlr le zinc.
Les concentrations dans le pied varient d'un facteur x2,44 alors que celles des viscères

varient d'un facteur x5 avec une concentration significativement supérieure dans les viscères.
La grille de contamination s'applique aux viscères en mg/kg de MS de zinc.7 lots relèvent de
la classe I, 7 lots relèvent de la classe II, 5 lots relèvent de la classe III et I lot relève de la
classe IV. Le lot E7 qui relevait de la classe I pour le cuiwe, relève de la classe IV pour le
zinc. Une recherche des causes éventuelles expliquant le classement met en évidence I'usage
autour de chaque propriété de nombreux grillages galvanisés en atmosphère marin.
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a1 : Concentrations en zinc dans les pieds des Helix atrpcr:sa aspersa de la
neture
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b1 : Concentrstions en zinc dans les pieds d'Helix æpersa a,qpersa d'élevage
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c1 : Concentrations en zinc dans les pieds d'Helix aqtensa uspensa d'élevage en

fonction de la nourriture
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1.2.2. Concentrations en zinc dans les pieds et les viscères des lots d'Helix
aspersa aspersa provenant d'élevages (figures 35 bl et bz)

Les analyses ont été réalisées sur 20 lots pour les pieds et les viscères plus 4 lots pour
uniquement les viscères.

Les concentrations en zinc dans le pied (20 lots, figure 35 br) varient peu entre les
différents lots (45,4 mg/kg de MS pour le lot 8827 à 302,2 mgikg de MS pour le lot P) quel
que soit la concentration en zinc dans I'aliment. Cette gamme de concentrations est identique
à celle constatée dans le pied d'Helix aspersa aspersa provenant de la nature.

Les concentrations en zinc dans les viscèrcs (24 lots, figure 35 bz) varient d'un facteur
x24,3 de la plus faible concentration (65 mglkg de MS pour le lot B à 1580 mg/kg de MS
pour le lot E828). Ceci met en évidence un organotropisme du zinc vers certains organes de la
masse viscérale, vraisemblablement la glande digestive. 7 lots relèvent de la classe I, 9 lots
relèvent de la classe II, 6 lots relèvent de la classe III et 2 lots relèvent de la classe IV). Cette
gamme correspond à celle constatée dans les viscères de Helix ospersa asperso provenant de
la nature.

I.2.3. Etude de la corrélation entre la concentration en zinc dans ltaliment et la
concentration en zinc dans le pied et les viscères des lots il'Helix aspersa
aspersa d'élevage (figures 36 cr et cz)

La figure 36 cl montre qu'il n'y a pas de corrélation entre la concentration en zinc dans
I'aliment et la concentration en zinc dans le pied. Par contre la figure 36 cz montre une
corrélation significative et positive (R2 :0,67) avec une droite de régression se situant dans la
plage de microconcentration. L'analyse limitée aux viscères permet, dans le cas du zinc, de
retenir Helix aspersa aspersa comme microconcentreur de zinc, ce qui est une capacité non
toujours vérifiée pour I'animal entier.

I.3. Screening des concentrations en cadmium (en mg/kg de Ms) chez
Helix espersa aspersa à partir de lots d'Helix asperso asperso
provenant de la nature et de lots d'élevage

I.3.1. Concentrations en cadmium dans les pieds et les viscères chez Helix
aspersa aspersa provenant de la nature et d'élevage (figures 37 ar et ul

Compte tenu du petit nombre de lots ayant donné lieu à la recherche du cadmium, nous
avons regroupé les données en provenance des lots d'élevage et des lots de la nature soit pour
le pied (4 +2 - 6lots, figure 37 a) et pour les viscère (8 +2:10lots, figure 37 u).

Les concentrations en cadmium dans le pied sont inferieures à celles des viscères. Tous les
lots d'élevage présentent une concentration moyenne en cadmium dans les viscères inférieure
à 5 mg/kg de MS. Cette valeur aété choisie comme valeur seuil entre les classes I et II.
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a1 : Concentrations en cadmium dans les pieds ù'Helix a,sPssa' asPefta de la

nature et d'élevage

a2: Concentrations en cadmium dans les viscères d'HelÎx asper'sa a,spersa de la

neture et d'âevage
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Figure 37: Concentrations en cadmium dans le pied (a1) et dans les viscères (az) d'Helix aspersa ospeîsa
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b1 : Concentrations en cedmium dans les pieds ilæ Helb aspensa aspeîsa
d'élevage en fonction de h nourriture
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Les figures 38 br et 38 bz mettent en évidence I'absence de corrélation entre la

concentration en cadmium dans l'aliment et celle dans le pied ou les viscères. Pour les
viscères, la droite de régression est située dans le domaine de la macroconcentration.

Le fait d'analyser séparément la masse viscérale permet de retenft Helix aspersa aspersa
comme organisme macroconcentreur de cadmium.

I.4. Screening des concentrations en manganèse (en mg/kg de Ms) chez
Helix asperso aspersa

I.4.1. Concentrations en manganèse dans les pieds et les viscères chez Helix
ûspersa aspersa provenant de la nature et d'élevage (figures 39 ar et a2)

De même que pour le cadmium, compte tenu du nombre restreint de lots analysés en
provenance de la nature les données en provenance des lots d'élevage et de la nature ont été
regroupées.

Les concentrations en manganèse dans le pied (6 + 2: 8lots, figure 39 ar) sont inférieures
à celles dans les viscères (10 + 2 : 12 lots, figure : 39 aù.La gamme de concentration se
situe entre l2,l et25,27 mg/kg de MS.

Les concentrations en manganèse dans les viscères se sifuent dans une gamme de valeurs
plus étendues que pour le pied (27,22 à 383 mg/kg de MS). g lots relèvent de la classe I, I lot

relève de la classe II et 2 lots relèvent de la classe III).

1.4.2. Etude de la corrélation entre la concentration en manganèse dans
I'aliment et la concentration en manganèse dans le pied et les viscères des
lots d'Ilelix aspersa aspersc d'élevage (figures 40 br et bz)

Les figures 40 br et 40 bz mettent en évidence une corrélation significative entre la

concentration en manganèse dans I'aliment et celle dans les viscères (10 lots) (R' : 0,774).La
droite de régression pour les viscères se situe dans le domaine des déconcentreurs mais la
bioindication du manganèse par I'analyse de concentration dans les viscères est possible. En
ce qui concerne le pied (6 lots) la corrélation n'est pas significative.

I.5. Screening des concentrations en plomb (en mg/kg de Ms) chez Helix
aspersa aspersu

I.5.1. Concentrations en plomb dans les pieds et les viscères chez Helix aspersa
aspersa provenant de la nature et d'élevage (figures 4l u et a2)

Compte tenu du nombre restreint de lot ayant fait I'objet d'une analyse de plomb, les
données des lots d'élevage et de la nature sont regroupées dans les figures 4l ar et az.

Les concentrations en plomb dans le pied (6 + 2:8lots, figure 41 ar) sont inferieures à
celles dans les viscères (l 0 + 2 : 12 lots, f,rgure 4l U).La gamme de concentration se situe
entre 0,04 et 0,99 mg/kg de MS.
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a1 : Concentrations en manganèse dans les pieds d'Heûix ûspewo ûtspenra de la

nature et d'élevage

a2 : Concentrntions en manganèse dans les viscères dæ Helix aspersa
aspensa de Ia nature et d'élevage
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Numéro der lots

Figure 39 : Concentrations en manganèse dans le pied (a1) et dans les viscères (az) d'Helix ospersa osperca

de la nature et d'élevage (820 et EIN : lots de la nature I autres lots : élevage)
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Figure 40: Corrélation entre la concentration en manganèse dans I'aliment et la concentration
manganèse dans le pied (b1) et dans les viscères (b) d'Helix aspenta aspersa d'élevage
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a1 : Concentrations en plomb dans les pieds d'Helix asptsa aqpersa de la

nature et d'élevage

a2 : Concentrations en plomb dans les viscèræ d'Helix aqpersa û,sperca de la
nature et d'élevage

E36 B N9 E35 P E2O N6 EIN EIE

Numéro der hs

Figure 41 : Concentrations en plomb dans le pied (a1) et dans les viscères (az) d'Helix ospento osperca de la
nature et d'élevage (E20 et EIN : lots de la nature I autres lots : élevage)
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b1 : Concentrâtions en plomb dans les pieds d'Hclix asptna æperca d'élevage

en fonction de la nourritore
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Figure 42 : Corrélation entre la concentration en plomb dans I'aliment et la concentration en plomb dans
le pied (b1) et dans les viscères (b2) d'Helix anpersa ospersa d'élevage

6
=
t

àa.:É
bg
t
t
t)
Ê
tt
Êr

1,50J

y = 0,1908x -0,0393

Rz = 018774



Partie III - page l2l

Les concentrations en plomb dans les viscères (figure 4l a2) se situent dans une gamme
signifrcativement supérieure de 0,41 à 6,38 mg/kg de MS.

9 lots se révèlent de la classe I et 3 lots se révèlent de la classe II avec un seuil fixé entre
les deux classes à 5 mg/kg de MS.

1.5.2. Etude de la corrélation entre la concentration en plomb dans ltaliment et
la concentration en plomb dans le pied et les viscères des lots d'Helix
aspersa aspersu d'élevage (figures 42 br et bz)

La figure 42 br met en évidence une corrélation significative et positive entre la
concentration en plomb dans I'aliment et celle dans le pied (6 lots, ff : 0, 877). La droite de
régression se situe dans le domaine des organismes déconcentreurs pour le plomb dans le
pied.

Par contre, pour les viscères (10 lots, R2: 0,383), la corrélation est non significative avec
un positionnement des moyennes de concentration dans les trois types d'organismes :
macroconcentreurs, microconcentreurs et déconcentreurs du moins pour la gamme de
concentrations en plomb colrespondant aux aliments analysés.

I.6. Screening des concentrations en nickel (en mg/kg de Ms) chez Helix
ospersa uspersa

I.6.1. Concentrations en nickel dans les pieds et les viscères chez Helix flspersa
aspersa proyenant de la nature et d'élevage (figures 43 ar et a2)

Compte tenu du nombre restreint de lots ayant fait I'objet d'une analyse de nickel, les
données des lots d'élevage et de la nature sont regroupées dans les figures 43 il Et az.

Les concentrations en nickel dans le pied (4 + 2 : 6 lots, figure 43 ar) sont inferieures à
celles dans les viscères (8 + 2 : 10 lots, figure 43 u).La gamme de concentration se situe
entre 0,31 et 1,78 mg/kg de MS.

Les concentrations en nickel dans les viscères (figure 43 u) se situent dans une gamme
significativement supérieure de 0,61 à 6,51 mg/kg de MS avec I lots relevant de la classe I,
un lot relève de la classe II avec un seuil entre les classes I et II fixé à 3 mglkg de MS et un lot
en classe III avec un seuil entre la classe II et la classe III fixé à 6 mg/kg de MS.

1.6.2. Etude de la corrélation entre la concentration en nickel dans ltaliment et
la concentration en nickel dans le pied et les viscères des lots d'Helix
aspersa aspersa d'élevage (figures 44 br et bz)

La figure 44ûne met pi$ en évidence de corrélation pour le pied (4 lots, R2 : 0,16). Il en
est de *ê*r pour les viscères (6 lots, R2 : 0,441). Dans les deux cas, la droite de régression se
situe dans le domaine des organismes déconcentreurs. Pour les faibles concentrations en
nickel dans I'aliment, les écarts types sont fiès importants chez les escargots.
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a1 : Concentrations en nickel dans les pieds d'Helix ilslrerra uspe$a, de la

nature et d'élevage

EIN E2O

Numérodes loû$

EIE

e2 : Concentrations en nlckel dans les viscères d'Helix aspersa asperca de la
nature et d'élevage
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Numéro des lots

Figure 43 : Concentrations en nickel dans le pied (a1) et dans les viscères (a2) il'Helix aspersa aspena de la
nature et d'élevage (E20 et EIN : lots de la nature ; autres lots : élevage)
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b1 : Concentrstions en nickel dans les pieds d'Eelix aqperua aspæsa d'élevage
en fonction de la nourriture
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b2 : Concentmtionr en nickel dans lcs viscères d'Heiflx aqrerra aspefta d'Slevege
en fonction de h nouniturc
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Figure 44: Corrélation entre la concentrrtion en nickel dans I'aliment et la concentration en nickel dans
le pied (br) et dans les viscèrcs (b) d'Heltx wpefia aspenta d'élevage
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a1 : Concentrations en fer dans les pieds d'Helix aspersa ûspetsa de la nature

et d'élevage

P EzI

Numéro des lots

EIN

b2 : Concentrations en fer dans les viscères d'IIeJrx aspersa aqptsa de la

nature et d'élevage
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Numéro des lots
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Figure 45 : Concentrations en fer dans le pied (a1) et dans les viscères (a2) d'Helix aspersa aspersa de la

nature et d'élevage (E20 et ElN : lots de la nature I autres lots : élevage)
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1.7. Screening des concentrations en fer (en mg/kg de Ms) chez Helix
uspersa aspersa

I.7.1. Concentrations en fer dans les pieds et les viscères chez Helix aspersa
aspersa provenant de la nature et d'éleyage (figures 45 ar et a2)

Compte tenu du nombre restreint de lots ayant fait I'objet d'une analyse de fer, les données
des lots d'élevage et de la nature sont regroupées dans les figures 45 ar et az.

Les concentrations en fer dans le pied (6 + 2: 8lots, figure 45 a1) sont inférieures à celles
dans les viscères (10 + 2: 12 lots, figure 45 u). La gamme de concentration se situe entre
40,2 et 172,6 mg/kg de MS.

Les concentrations en fer dans les viscères (figure 45 u) se situent dans une gamme
significativement supérieure de 7l à 9ll mglkg de MS avec 2 lots relevant de la classe I, 5
lots relevant de la classe II avec un seuil entre la classe I et la classe II fixé à 100 mglkg de
MS, 4 lots en classe III avec un seuil entre la classe II et la classe III fixé à 200 mg/kg de MS,
un lot en classe IV avec un seuil entre la classe III et la classe IV fixé à 600 mgikg de MS.

I.7.2. Etude de la corrélation entre la concentration en fer dans ltaliment et la
concentration en fer dans le pied et les viscères des lots d'Helix aspersa
uspersn d'élevage (figures 46 br et bz)

Les figures 46 br et bz mettent en évidence I'absence de corrélation pour le pied (6 lots) et
les viscères (10 lots) (R2 respectivement de 0,064 et 0,116) du moins dans la gamme des
concentrations en fer correspondant à celles des aliments fournis. Les deux droites de
régression se situent nettement dans le domaine des organismes déconcentreurs.

I.8. Screening des concentrations en chrome (en mg/kg de Ms) chez Helix
aspersfl aspersa

I.8.1. Concentrations en chrome dans les pieds et les viscères chez Helix aspersa
aspersa de la nature et d'élevage (figures 47 al et a2)

Compte tenu du nombre restreint de lots ayant fait I'objet d'une analyse de chrome, les
données des lots d'élevage et de la nature sont regroupées dans les figures 47 il êt à2.

Les concentrations en chrome dans le pied (6 + 2 _ 8 lots, figure 47 ar) sont
significativement inférieures à celles dans les viscères (10 + 2: 12 lots, figure 47 a2). La
gamme de concentration se situe entre 0,2 et 1,76 mglkg de MS.

Les concentrations en chrome dans les viscères (figure 47 a2) se situent dans une gamme
significativement supérieure à celles du pied, entre 0,57 et 4,58 mglkg de MS avec 5 lots
relevant de la classe I, 2 lots relevant de la classe II avec un seuil entre la classe I et la classe
II fixé à 0,6 mglkg de MS, 5 lots en classe III avec un seuil entre la classe II et la classe III
fixé à 1,8 mglkg de MS.
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a1 : Concentrations en chrome dans les pieds d'Helix aspersa aslrersu de la

nature et d'élevage

EIN

e2 : Concentrations en chrome dans les viscères d'Helix aspeîsa a,qpersa de la
nature et d'élevage
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Nrmém dcr lo'ts

Figure 47 : Concentrations en chrome dans le pied (ar) et dans les viscères (42) d'Helix aspersa aspersa de
la nature et d'élevage (E20 et EIN : lots de la nature I autres lots : élevage)
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b1 : Concentrations en chrome dans les pieds dæ Helix aspetrsa ospersa

d'élevage en fonction de la nourriture

4

3,5

3

\s

2

1,5

I

0,5

0

p2 : Concentrstions en chrome dnns lcs viscènes des Heflix oryrûsu aspeâa
d'élevage en fonction de Ia nourriture

E

7

6

5

4

3

2

I

0

Cr nourriture (mg/kg de llilS)

Figure 48: Corrélation entre la concentration en chrome dans I'aliment et la concentration en chrome
dans le pied (br) et dans les viscères (b2) d'Helix ospersa aspersa d'élevage
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I.8.2. Etude de la corrélation entre la concentration en chrome dans I'aliment et
la concentration en chrome dans le pied et les viscères des lots d'Helix
aspersa aspersil d'élevage (figures 48 bl et bz)

Les figures 48 br et bz mettent en évidence I'absence de corrélation pour le pied (6 lots) et
les viscères (10 lots) d'autant que les écarts types sont très importants dans certains lots. Les
droites de régression se situent dans le domaine des organismes déconcentreurs.

I.9. Conclusion et discussion sur les capacités de bioaccumulation d'Helix
asperso aspersa. Comparaison des capacités de bioaccumulation
d'Helix aspersa aspersa, Helix aspersa maxima et Helix pomatiu.
Propositions concernant les concentrations en métaux dans I'aliment
d'élevage

I.9.1. Capacité de bioaccumulation d'Helix uspersa aspersa

La capacité de bioaccumulation de Helix aspersa aspersa varie selon le métal considéré.
Pour tous les métaux, sauf le cuivre, la concentration dans la masse viscérale est
significativement supérieure à celle dans le pied. Nous proposons donc de retenir comme
réference la contamination en métal dans la masse viscérale avec définition des differentes
classes de contamination de I à IV selon les tableavx 24a et 24b ci-après. Cette grille sera
testée sur d'autres lots provenant de sites variés (proximité autoroutière, ancienne mine de
cuiwe, centre d'enfouissement technique, friche industrielle avec aciérie électique, Cf,
chapitres III à V, 3è" partie). Contrairement à la classification de Berger et Dallinger (1993),
pour quatre métaux (Cu, Zn, Cd et Pb), qui se réfère à des activités humaines à savoir :

- Classe I : Environnement non contaminé ;

- Classe II : Ville et trafic ;

- Classe III : mines et fonderies.

Nous proposons une grille basée sur le niveau de contamination en métal atteint chez les
escargots car des activités humaines differentes peuvent, selon leur intensité, induire un
niveau de contamination en métal équivalent. La signification des classes est la suivante poul
Chacun des 8 métaux considérés :

- Classe I : Absence de contamination ;

- Classe II : Contamination faible ;

- Classe III : Contamination importante ;

- Classe IV : Contamination très importante.

Un indice de contamination polymétallique (ICPM) est obtenu en additionnant les indices
de classe obtenus pour les différents métaux. Une classe V sera proposée ultérieurement pour
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certains métaux dans des cas de contamination excessive sur des sites industriels (Ç/ site
d'aciérie électrique - chapitre IV.4.).

Tableau 24a: Proposition de grille de contamination pour les viscères d'Helix sspersa sspersa pour Cu,

En ce qui concerne la bioaccumulation, les données obtenues à partir des lots
d'élevage recevant une alimentation de concentration métallique connue perrnettent
de définir la capacité de bioaccumulation en fonction du facteur de
bioconcentration, en distinguant le pied et la masse viscérale (tableau 25).

FBC:

Tableau 25 : Synthèse des capacités de bioaccumulation de Helix ospersa ilspersa en
des parties de I'organisme analysées.

fonction du métal et

D : Déconcentreur;Légende: P: Pied ;  V:  Viscères ;  M :  Macroconcentreur;  m: Microconcentreur I
Corrélations (+) : positive : s : sienifi fi

Helix aspersa aspersa est un macroconcentreur (FBC > 2) :

De cuivre dans le pied et les viscères. Selon Dallinger (1993)
c'est également le cas pour Helix pomatia et Arianta
arbustorum ;
De cadmium dans la masse viscérale Dallinger (1993) classe
également Helix aspersa asperso parmi les macroconcentreurs
après analyse de I'animal entier (FBC _ 3 à 8). La
bioconcentration importante du cadmium est également le cas
d'autres espèces avec un FBC qui augmente : Helix pomalia
(FBC : 6 à l0) ; Arianta arbustorum (FBC - 20); Cepaea
nemoralis (FBC : 18 à 33).

lVIn et Zn en de MS

Classe Cuivre Fer Manganèse Ztnc

I Cu < 130 Fe < 100 Mn < 100 Zn < 150
II 130 < Cu < 200 100 < Fe < 200 100 < Mn < 200 150  <  Zn<300
III 200<Cu<300 200<Fe<600 200<Mn<400 300<Zn<600
IV Cu > 300 Fe > 600 Mn > 400 Zn> 600

Tableau 24b z Proposition de grille de contamination pour les viscères d'Helix uspersa aspersa pour Cd,
Cr, Ni et Pb en de MS

Classe Cadmium Chrome Nickel Plomb
I cd<5 Cr < 0,6 Ni<3 Pb<5
il 5  <  Cd  <  l 0 0.6 < Cr < 1.8 3<N i<6 5 < Pb < l0
ilI 10 < cd < 50 1.8<Cr<5 .4 6<Ni  <12 l0 < Pb < 50
IV cd>50 Cr > 5,4 N i>  12 Pb>50

rêlations (+ s : ificative; ns : non significative

IVIÉtal Cu cd Zn lVIn Pb NÏ Fe Cr

', Type d'organisme (M, m, D) M D D D D D D D
t

Corrélation (lMel H.a.a./lMel aliment) s (+) ns NS ns (+) s (+) NS NS NS

*, Type d'organisme (M, m, D) M M m D M. m. D. D D D
Csrrélation f{ilIel, H.a.aJlMel aliment} s (+) NS s (+) s (+) NS NS NS NS
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- Helix aspersa aspersa est un mrcroconcentreur (l <FBC <2) :

- De zinc dans la masse viscérale. L'analyse de la masse
viscérale donne une information plus fiable que I'escargot
entier pour lequel Dallinger (1993) indique un FBC variant de
0,3 à 2 par contre Helix pomatia (FBC : I à 9) et Arianta
arbustorum (FBC - 7,3) sont des macroconcentreurs de zinc
après analyse de l'ensemble de I'organisme.

Helix ospersa aspersa présente une capacité variable allant de
la macroconcentration à la déconcentration (FBC < 1) en ce qui concerne le plomb
dans la masse viscérale ceci en fonction de la concentration dans I'aliment. Selon
Dallinger (1993), Helix pomatia (FBC : 1,3) et Arianta arbustorum (FBC - 1,6)
sont classés parmi les microconcentreurs pour I'organisme entier ;

Helix aspersa aspersa
déconcentration (FBC < l) :

présente capacité de

D'une part dans le pied pour Cd, Zn, Mn, Pb, Ni, Fe et
Cr ;
D'autre part dans la masse viscérale pour Mn, Ni, Fe et
Cr

L'existence d'une corrélation significative et positive entre la concentration dans I'aliment
et celle dans I'escargot a été établie pour le cuiwe dans le pied et la masse viscérale, le zinc et
le manganèse dans la masse viscérale, le plomb dans le pied.

Les conditions d'élevage influencent le niveau de bioaccumulation, par exemple en ce qui
concerne le cuivre, les animaux analysés provenant de parcs d'engraissement présentent une
contamination supérieure à celle d'individus élevés en hors sol alors qu'ils reçoivent une
nourriture contenant la même concentration en métaux. Dans ce cas, les escargots ont accès à
une alimentation plus diversifiée (sol, plantes variées selon les élevages : plantain, nlrnex,
ortie, renoncule, trèfle nain, luzerne, pâturin, topinambour, chiendent, bardane, aliment pour
héliciculture).

I.9.2. Comparaison entre les capacités de bioaccumulation ll'Helix ospersa
ospersa et ll'Helîx aspersa maxima

Afin d'approfondir les connaissances obtenues à partir de lots en provenance de la
production hélicicole et de récolte in situ, des expériences en laboratoire ont été réalisées dans
I'objectif de mieux contrôler les paramètres intervenant dans la bioaccumulation des métaux
(espèce, âge des individus, nature de I'aliment et concentration en métaux, tempéraftue,
humidité et photopériode). C'est ainsi que les capacités de bioaccumulation du zinc et du
cuivre ont été comparées chez les deux sous-espèces Helix aspersa aspersa (petit gris) et
Helix aspersa maxima (gros gris d'Algérie). Cette étude, ayant fait I'objet d'une publication
en collaboration (Gomot et Pihan, 1997), est présentée sous ceffe forme en chapitre II. La
partie expérimentale aété réalisée à Besançon et les analyses de métaux à Metz.
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a1 : Concentrations en cuivre dans le pied d'Helix asperca msxhfla d'élevage
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b1 : Concentrations en cuivre drns lec pieds d'Helir arilulr,a naxfuu en
fonction de la concentration dans la nsuriture
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Les données des six lots d'Helix aspersa mascima utilisés dans la publication citée
précédemment ont été traitées ensuite simultanément avec celles de 15 autres lots d' Helix
aspersa maxima ayant également donné lieu à l'étude de la bioaccumulation du cuivre et du
zinc dans differents types d'élevages (hors sol et parcs) avec utilisation d'aliments contenant
de 8 à243 mg/kg de cuivre et de 80 à 624 mgll<g de zinc.

Les capacités de bioaccumulation du zinc et du cuivre d' Helix aspersa maxima par rapport
à Helix aspersa asperso sont inférieures. Toutefois, les conclusions établies précédemment
pour Helix aspersa aspersa vis-à-vis du cuivre sont identiques en ce qui concerne la
significativité des corrélations pour Helix ospersa maxima (figures 49 ar et a2, 50 br et b2,
tableau 26).

Tableau 26 : Synthèse des capacités de bioaccumulation de Helix uspersa maxima en fonction du métal et
des organes analysés.
Légende:  P :  P ieds ;  V :  V iscères ;  M:  Macroconcent reur ;  m:  Mic roconcent reur ;  D :
Déconcentreur; Corrélation (+) : positive ; hs : hautement significative ; s : significative;

isnificativen s :  n o n

Métal Cu 7,n

o Type d'organisme M D
Corrélation ([Mel H.a.a./[Mel aliment) hs (+) NS

V 
Type d'organisme M

M, m et D en fonction de la
concenffation croissante en

zinc dans I'aliment
Corrélation (fMel H.a.a./[Mel aliment) hs (+) ns

Par contre, en ce qui concerne le zinc (figures 51 ar et az, 52 U et b2), si la conclusion pour
le pied est identique, la réponse de la masse viscérale se modifie chez Helix aspersa maxima
en fonction de la concentration croissante en zinc dans I'aliment avec, pour les faibles
concentrations dans I'aliment, une microconcentration puis, en présence des concentrations
élevées dans I'aliment. une déconcentration.

I.9.3. Application de la grille établie pour Helix aspersu aspersa ù Helix pomatia

Dans le cadre des comparaisons inter-espèces, des capacités de bioaccumulation, 12 lots
d' Helix pomatia en provenance du milieu naturel ont été analysés en ce qui concerne le plomb
(figure 53 ar et a2).

L'application de la grille de contamination établie pour Helix aspersa aspersa, en ce qui
concerne la concentration en plomb dans les viscères, donne la répartition suivante : 3 lots en
classe I, 4 lots en classe Il,4lots en classe III et un lot en classe IV. Le lot sans contamination
(classe I) E840 provenait de Lituanie alors que les lots 8829 et E830, en classe III,
provenaient de Pologne et le lot le plus contaminé 823 (classe IV) de la surface d'ur centre
d'enfouissement de déchets industriels spéciaux (DIS) avant sa remédiation. En provenance
d'une même station, les individus de taille moyenne présentent une concentration en plomb
supérieure à celle des gros individus (lot E830 par rapport au lot E829 et lot E832 par rapport
au lot  E83l) .
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Figure 53 a1 : Concentrations en plomb dans le pied d'Helixpomatia
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Une expérience de décontamination en laboratoire a été réalisée à Besançon à partir du lot
provenant de Pologne. Après plusieurs mois de nourrissâgêo une décontamination est
constatée en fonction de la nature de la nourriture fournie (E836 : classe II, décontamination
supérieure avec bardane ; 8837, classe II, décontamination inferieure avec salade ; E838
classe I, décontamination supérieure avec aliment I (E3) : E839 classe I, décontamination
inferieure avec aliment 2 (4F)). Ceci peut représenter un intérêt dans I'hypothèse de
I'importation ou de la récolte sur le territoire national d'escargots ayant accumulés du plomb
et pouvant être décontaminés par nourrissage avec un aliment contrôlé pendant une période de
stabulation.

Selon Dallinger (1993), Helix pomatia est un microconcentreur de plomb (FBC: 1,3) et
un macroconcentreur de cuiwe (FBC - l0), de cadmium (FBC : 6 à 20) et de zinc (FBC : I
à e).

1.9.4. Propositions concernant les concentrations en métaux dans ltaliment
d'élevage (figure 54)

Les données établissant les corrélations entre les concentrations en cuivre dans I'aliment et
les concentrations en cuivre dans la masse viscérale mettent en évidence que jusqu'à 30
mglkg d'aliment en MS tous les individus d'un lot ou au moins certains individus d'un lot
relèvent de la classe I, classe qui existe dans 50% des lots de la nature. Or les aliments
analysés (29 d'origine et de composition differentes) contiennent entre 1l et 243 mg de
cuivre/kg d'aliment en MS). il convient donc de diminuer la quantité de cuivre dans
I'alimentation, ce qui est possible puisque dans certaines formulations, il y a ajout de sulfate
de cuivre.

o

Figure 54
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: Gamme de concentration acceptable en cuivre * zinc dans I'aliment

En ce qui concerne le zinc, pour les lots d'élevage étudiés, les concentrations en zinc dans
I'aliment varient de 64 à435 mg de nnckg d'aliment en MS. La corrélation établie entre la
concentration dans I'aliment et la concentration dans la masse viscérale monfre que jusqu'à
une concentration dans I'aliment de 100 mg de zinclkg d'aliment en MS, les lots étudiés
relèvent de la classe I, classe qui existe dans 35% des lots de la nature même si entre 100 et
170 mg de zinc lkg d'aliment en MS, certains lots relèvent encore de la classe I. Il apparaît
qu'une concentration en zinc de 100 mg de zinclkgd'aliment en MS soit recommandable.
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Le zinc et le cuivre étant des oligo-éléments essentiels majeurs chez I'escargot, nous
proposons de retenir la somme des concentrations dans les deux métaux avec une valeur à ne
pas dépasser qui serait de 30 mg de cuivre/kg d'aliment en MS et de 170 mg de zinclkg
d'aliment en MS soit un total de 200 mg de cuivre + zinckg d'aliment en MS avec, compte
tenu des mélanges peu reproductibles dans la fabrication des aliments, une variabilité entre
180 et 200 mg de cuivre + zinckg d'aliment en MS. Pour les échantillons étudiés, 14
présentent une somme inferieure à 180,5 sont dans I'intervalle 180 - 200 et l0 dépassent
nettement les 200 mg de cuivre + zinc/kg d'aliment en MS.

Pour le cadmium, les données acquises en élevage permettent de retenir I'absence de
changement de classe I en classe II pour les viscères jusqu'à une concentration de 0,7 mg de
cadmiumlkg d'aliment en MS.

Pour le manganèse, cette limite se situe à 200 mg de manganèselkg d'aliment en MS.
Pour le plomb, on peut fixer, par extrapolation, la concenfiation acceptable à 2,5 mg de

plomb/kg d'aliment en MS.
Pour le fer, la gamme de concentrations obtenues dans les différents aliments n'a pas

d'incidence sur la concentration dans les viscères. Une valeur guide de 700 mg de fer /kg
d'aliment en MS est proposée. Pour le chrome, les résultats obtenus ne pennettent pas de
proposer une concentration dans I'aliment.



Partie III - page 140

Chapitre II : Comparaison des capacités de bioaccumulation de
cuivre et de zinc chez deux sous espèce d'Ilelix,
Helix aspersa aspersil et Helix flspersfl maxima

Gomot, A. et Pihan F., 1997. Comparison of the Bioaccumulation Capacities of Copper
and Zinc in Two Snail Subspecies (Helrx). Ecotoxicology and Environmental Safety 38, 85-
94.

Rcq:ivcd Dcccrrùcr 27. 1996

llloaccumulatlon nnolyscs of copper snd zlnc ryere cardcd out
in tno snail subspecies (tts&r aspensa asperca and fifcfir asparsa
na.riual nfter 3 nronths of controllcd ferming (out of ground)
rrith fixlds of dlffcrcol fornrulations. Thc results rcyt:lll sonre clear
interspecllic diffcrencec In allinity toryard coppcr md zinc. For
lfre truo metals consldued, H. aspcrsa sspcrra hss s bioqcct|mu-
btion capadty nruch grcatcr tlmn thot of H.'asperra marin;rl,,
nrrinly lu lhe foot for coppcr and In thc vlscera for zinc. A]tcr 3
nrontlrs, thc concentrations otcoppcr In feet and viscera tre ruuch
hïghcr thon those prescnted In the litemture on field oninrals. Thc
firnring and the annlysh methodologies permltted obtaining
snslls under stendard condltion ond open the uuy to the devel-
&pmcnt of rational prctocols for ecotoxicologlcnl studics in a lsbo.
mtor1 es n'cll rs ln lhc lield. o tr? /rcdssh tïÉr

À'ry Wardr: SnEils; bionccumulntloni copper; dnc; frrnring.

INTRODUCTION

Thc metul accumulation caprcitics of the teresrrial pulmo-
nue gastropods have becn the focus of investigations canied
out in most cuns with wild animals collccred in field (Tablc t).
Thc determination of the amount of mctal in oryans of aninrals
collecæd in wild populations has pernrincd rhe esublishment
of canogrophies uf biorop qualiry (Dallinger and Bergcr.
1992). which conlirm the advilnrf,ge of using snuils us pollurion
bioindicators (Coughtney und Martin, 197'll. Thesc lurhors,
rvorfiing with llclir flsluËa Milllcr, have dcærmiæd thtt rni-
nrals of similar weighr and/or heighr are suitable for rhe use as
biologicd indicaton of metallic potlution. Witliamson (tg80)
has poinæd ont, for Cepaea uenoralis, that other variables
luu$t bc considcrrd, suclr m thc photoperiod and the pluviosity,
and he has conFrrnrcd thc importtnce of the weighr md thc age
of thc animals studied. Analysis of rhe mêral content in differ-
cnt specics of collccted gastropods at wild sites huvc reveulcd
some differences in accumulation bctween vcry close species
of slugs (Greville and Morgan, 1989) collecæd from an old
PF.7Â mine. Similnrobscrvarionshlvc becn made on diffcrcnt
spccics of snails (Rabirsch, 1996), ln rhc lield rhis variurion can
be attributed to variable ulimcntary pmfcrcnccs according to
thc species or to inrerspecics diffcrcnces in mctabolism. To

determine which of these two hyporhcs:.s is righr.
was nrade to feed trvo subspecies of suails with
foods.

The techniquc of snail fanning (ffelH) s'orhr.d out at lhl.
luboratory (Gomot and Deruy, 1987: Gonrot 199.1) allows
snails with a known biological prsr ro be obuined during
eyery scnson. lt appears thnr thc nrustcqv of fanrring is an
intcrtsting facror in studying the dlnrrnic of thc accumulation
of metuls in eliminating ttrc inlluences of rhc cnvironnrentnl
fluctuations poinrcd our by thc iruthon n'orkiug with rvild
populations. .

Htlix aspersu aslrersa (H a a: Pctit Gris) and l/elir aspersa
marûma (H a ut: Gros Gris) ûre tryo sub.species particularly
well odapted to farming becsuse theirgrowth is quick: tlre aduir
height can be obtaincd in.3 monrhs under oprimal condirions.
as prcviously srudied (Gomot, lg9+). rvirh vrç- differenr
weighs bctween rhe subspccies (8 ro t2 g lbr I/ c a and 15 ro
2 5 g f o r H a n ) .

The aim of the prc$cnt sturly *-os to annllzc lhe rccunrula-
tion of coppcr (Cu) and zinc (Zn) in snuils of rhe rso subspc-
cics f/aa and Han rftcr 3 months of farming under con-
trolled conditions, acconling to the composirion of four foods.
The contenu of these trvo metals hare been preliminarily de-
tcrnilned in food in order to comp.trÈ the bioaccumulation fac-
tors in thc two subspeciæ. Cu ond Zn uere chosen for trvo
rcasons: firsL rhese nærals eonstitutc the csscntial uace clc-
ments in thc snails' biology (Cu cners in the constirution of thc
respiratory pigment and Zn is an indispcnsable oligoclcmcnr):
rÉcond. Cu and Zn src olten emitred in lorgc quandrics during
human usc of producs (fenilizen. perticidcs, herbicidcs, in-
dustrial wastes. minc ex,ploitation. sidcrurg.*-. steel works. mo-
tonvry octivities: vehicles, securitl'slides. and wirc netting)
and can be considercd for study of eovironmental contamina-
tions.

ilIATERIAI.S AND }TETHODS

Envi n*uneutal Pantulr.lers

Snnils wcæ reared undcr a long phoroperiod, lB h l-r'?.1 h, nr
20 x,Z"C with a hygromerry of tû459[. Durin-s rhe frrst 4

a choiæ
the sanrc

f[;-.ûrl.rrv? s5.fir
Crydfht L lW? t'1 Artlrnrir. lhcr

Atl dgtr* rrf rrlnrlucri,n h rnr frror rcrÈnr$|.
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TABLI| I
Somc Dat'u in thc Litcreture on Registcrcd concenrrnûons of Copper and zinc ln pulmonatc G&slropod Molusks

Der.rib on
ûr^uils or feËd

Èlad (nrgAX DÀll
Spûcics ()ri3rn Organr lrulyrnl CrFIr.r lù'frn'r.l

Ctputt nonomlit
llclit aqrlrro

Eclk aqnra

Arùn utcr

Arionta orbysmruu

Adwtizatullco

Hll|Lr; lxttutia

Ngurr

ldoor bttadiog

Nuurs

Bitaliag

N{urr

Diffcrrcn dirtux.c.r fmrn I
rnældng riæ

Errfunùcd lgc, I lo 5
tcers rnd noæ

Mcan wighr of sodlr
25 g and 3Jg

Dillscnr dirnrxcri
fiom e nnlx nrud

Ncar I PtZn minc
Uttcontemincd or

coolnnimr€d rit r
Rabbir pcllas Cl. lô: Zn.

t29;2J mondu oH
Rlbbir pcllcr

4 monthrr
Th remc + lJ*

ClCo3
lrttort I|||l th'eo

cnùhld lcrrrc (Cu:
I l.l2) t rrËckt

l.crurc (C!r2tl Zo.
206) for I uronrh
utd thcn rrrltrrcj
lcruoc (Cr. 5t4:
Zn.76l) | mouh

Samc utrttucat

Ummminador
ænuuinucd drcr

Urquraincd q
gmoiurd rircr

BrrJ-v nithxn *rcll

llcperopsærcu

Foor
Hcpûtop.

Fool
Hcpalop.

Fmt C. DM
T. DM
Hcauç. C
T

Mantlc C
T

Fuoa C
T

Hcpoop. C
T

Hcpuop, C
T

fkFop.

Mort l:ltrauuitç h
trcpstop. (nu.
vrlrgr ia 8.
Iturôtrrlnl lnd lidelt
(ner. rrlucs.. in A
uùustorltm

bot
Hquop.

Fod
llcpotog.

Fool
lhgcop,

Foot
]lcp'u09.

162 671
t5 705
6l 'rttz

tot 575
tlE E|6
6t 9t3

100to,f00 tJ0o3{ll

412 {X

æ + l
2t t?8
17 . l l
9 26û

120
t3l
30

l9r
l@, 69
253 60
95 09

150 ct
96 tEs

174 tJtt
443 r.lûr
201 a050

Mo. llt l,lc.û. t,t50
(I24 to ?09) (5gl lo 2.t?0t

30 n 4{E t6 lo tJ6t

iluin srd Crruglurcl. lgtiJ

Bccby urd Earcr. lgtj

Cbycs rnd Dcnæycr.
t9t6

kryttûr urrl d'Auriq.
tgEO

Gcrillc ml lrloqrrn, 1990
Ecrtcr ond lhlliopr, 1993

lr:lm4 l98t

lrclgd rd Mdgoræa
r992

Ms*Ét d*J lt iscr: t9t9

Drllinjcr rod tVicrcr.
l9t4!

Ddlinlcud lviæca
l9t4b

Rciarlol rad Pacaro.
t990

Ecrl:r ùd Ddlir&r, 1993

Rrbitdt 1996

.10to S6 E.l roJl.r
É+l lo 7l.t

lJ{X} m ?01

I ltj{ .flp..

RcYicw m:
Scvctr tpcskr of rmili
Ninc rpccicr of rhlt

Helitnmriill
^.tûûlr rliliciltÊt
Adatmarirlglotutt
Ervd5trrlaaftæti<w

Eclds parlrltia

Hclk ar4aetro

HcIùr o4crm oqctu

llctir a+uu ruritw

Uncomsrrir:d or
cqtemhlrcd drGs

ûtdoc cnclqurc fcrd +
rE3!|rbhs

Indr brtÉdirry l.nronrh.old rodk fccd
(ûrcÊ typ?r. Trth l)

l4l md l{5
l?3 ûd ltj
tE rtd 206
Tà''Ûd n7
4l to 2l l l
59 to lt04
3l ro lt{{t
,ta to 915

72 ùd ?0 Pihnn a a/.. lgg|b
206 ùd l.OG
6? md {3

126ûtd lJz
{t rl t0 Prc*u æruhs

255 b t5t0
ttl ro 5?

dH to u42

IYolc. DM, dry moacç C, contrpll T, rrtrrcd: lrcpntop- trcpcropencras,

farmirrg wceks, young snails wer€ fcd with Helixal (claiwaux
LÊs I-aÉ=, Francc) first qge, urd then for tlre E following farm-
ing wccks wirh Hclixal sccond age (wo differcnr prcdLtions
wcre tcstcd: A end B) or Sandcrs (Arhis-Mons, Francc) (C),
or UCAAB lChaæau Thierry, Francc) (D). Table 2 liss'rhc
main aonstibcnts of thÊsc foods" Thc density of the snrils was
500 individuals/mz thc first 4 farming s,eeks and rhen r00
individualdm2 for thc following wccks of grcwrh. Thc differ-
ent fanning stages took placc in farming cagcs for snails (pat-
eil 80n7741) focused ar rhc laboratory. under thcse condi.
tions, thc only mEnner of contamination is bophic connmina-
tion

Chemical Amlysùs
Analyses arc caricd out individuaÏy on five animals for

ccra (V), involvcs thc rcst of the body (digestive glan4 kidney,
hcart, gonad. and albunren glsnd). part of the hemotymph and
the mucus is lost on ùê irutnrmcns and thc fingcd flàss be_
tweÊn 12 and t5% with rgsrd to thc toul weight of tlre snail
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'tAtlLU 
2

f'roxinratc Ânaly.sis o[ thc .Snlil Fccds

Snail fecd
Protcins

(9100 s)
Lipids

(s/t00 el
Ash

G/100 s)
Crtlcium
fu/100 e)

Coppcr
(mgÂgl

Ziw
(nr$^$l

A
B
c
D
Uncontamingrad

lcttutr/
Lnrichql lcttuoc"

(hClr. CuClrl

3t . {
35.5
3.t.5
2s

.1.3
3.4
t . l
l . t

t3.4
lzE
15.5
l4

rot
r3. l
t2.7
7.9

18 t t5.8
2.13 t 77.1

19 t 0.{
52x 12.9

28 r 12.4

5 3 4 t  l l ô

!S7 r I |, l
207. LJ
165 r 4.5
3O6t 1.4

?06 I 75

761 t 330- From Daltiogcr nnd lVhser (l9E{rf.

with shell). Feet and visccra are then dried at 60"c to a con-
stant weighr and crushed by means of o monar. A toral of 300
t l0 mg of a samplc arc mineralized wirh 4 .f oi Hùô;
diluæd ar 50% (quality Normapur) under pressurc i; ;;lË;
tube. The rubes are poryethyrene. Minerarization is d"""Ërà
in a drying oven il 6j.C for 24 hr. Afler cæling, rhe volume
is seuled ar l9 mr with distiiled water. A cenrrifutation at 1500
rpm for 15 min may be necessary if the presence of particres
that may disturb the anarysis is noæd. rn ùis 

"*r, 
n" *Jiri,

is carried out on the supemahnt- Brank, in series or zo tuues,
allow cvaluation of the contribution of metars nor of interut inthe analysis. The minersr sampres are srored in a cord chanber
at 4cc until the anarysis. copper and zinc ûnounts we* de-
termirrcd by atomic absorprion spcctrophotometry wirh an air_
aceqdene fl ame (Perkin-Elmer)-

Thc æsults aæ expressed in milligrams per kitogram of dryw-ershu averqge + s*ndad deviation. whôn nc slanuaro ae'-viation is not indicare4 thc rcsult has been obtained from a

pool of animars (the animars'numbcrs by poor arc indicaæd in
Table 3).

Statistical Analysis
Significant differences were analyzcd using the Mann_

\ffhirræy u rcsr (siegcl, I9s6) for rhsbatcrres ûn inuivicuat
*TlT. Using a pool of snails for analysas does not allow
statistical comparison of rcsulu.

. 
*ULTS

Global Azalysis of the Mctals in Fd and in.Srraits
In foods A and c' cu contËnts are close to ùose determined

io 9! 
yegeral food (uncontaminaæd retnrce) used by Da[inser

and lvieser (t984a), whereas food D has a cu .ontint trriceï
high urd rhe food B has a cu conænt eight times trigtcr. ThÊ
classificaton in increasing concentrarion-of cu is c àl < D;
B' For zn, the contents arc of rhe same magnitude for fbods B
and c and similar to those in the uncontaminated rettuce craure

TABI.E 3
copper and ziac concentratlons lo the Foot and vlçcerr of rwo spcdes of snngs Beared wlrh Ditte*ut Fccds

AsG
(lrooths)

Mcen $,cight
(gtSD)

Coppcr (mgrtg of dry milrGr) ?!rc (rrrplkSof dry mûÊrt
Sæcics Sndl fccd

frot SD Vlrccil
HelLr otperxa

mg,xinp

Hclb aqau
atPç,

Hclir ptranrirr Ns&rc md ûclr (lf
l{r|r'E ord rhco (2f

l9.t t 2.E

â)t 1.9
AL6t l.f
t93r3. t

l 7  t2
9.6+ lJÊ

lO.t tO4
14.3* 23

I t
æ 2 1

144.3 x4L6

1261.9 t t53.3
lSiO
3lJt  t . t
95.9 t 22.t
252

2l t3 r 206.2
42.6 t 6.7

95 t40
150 .1 t20

tï14.6t23ôl
59.1t f .8

ffi*f,L?
174*45

65.1t35
45.4*3.8

99x,77,2
99*17.7

255.4r?3.9
,fl?.1t90.4

585 * lfil
l2ti r 3Ot.3

A

B

92-7* l0.E 55 t 5;t I t4t.t È5.il .5

c
D
A 3

B
c

9l5r 102"6 tt.1*42 3t3.?t?5.9
687 50 360
42x?.6 J3*3 33t.t*94i
9t t 13.3 rlJ.l t4.4 ?fr.3*fiJ

60 s t5u)

Untnowa

;P#t:ffiim['*t (l) uncoabminucd huræc for 32 deyr; (2) cnricræd tcuucc for rG
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2l: thc conrcrrs in foorrs A and D arc r.5 rirncs highcr. Trc
clir-s.silicuti,n irr iucrrusi'g cunecrrlruti'lr 'l' zr i* 

-c 
< ll <

A < D .
In snuils (Tablc 3;, Cu is quirc unifornrly sprcad in rhc foor

and the viscera, whereas for ùe upper vatùes of about 50
nrg4ig in l'ood, ir is nrainry in ùe foor 1in five cases of sevcn)
(Fig. lA1. Zn is always found mainly in rhe visccna, .,.on-
cenFations varying acconring to rhe food; its concrnuution in
thc foot is lowcr and reratively consranr indepcndcnt of the Zn
conccntr.rtion in the food (Fig. lB).

From rhssc analyses (Tâbles 2 and 3), rctations thar cm be
c.stablished between the concenradons of cu urd Zn in foods
and in one of the subspecies (H a nl are first emited, and then
thc bioaccumulation differences bctween H a n md ff a a ane
questioned.

Anolysis oJ the Metals in Hclix aspersa marima
Forl/arn fed with thc fourfoods; A, B, C. and D, for3

monrhs, it is noted thar: (i) The cu conrÊnts in tlre foot snd
viscera of rhe animars 

l.d f*d B arc vcry high and.r" jro*i
than those of animars fed the rhrcc othcr ràrcns generariy r <
0.01 old in rhc casc of foods B/C (fooO, p : b.Ot+fl. nrc
multiplying crcfficienrs are pr€sentcd in Tabte 4; rhey arc of
the same magnirude in the food and in the viscera i g""d
conelotion of thc rcsulrs obrained wirh five snails individially
titrated or on a plot of sorne snairs (tabre 3, food B) is noæi.
The ercess of Cu in food B is pcrfecrly traduced ty ttre cou-
I"t of bott parrs of thc animal (Tablc 3, Fig. lA). In .*nor,,
for the foods A and D, the cu conoentrntioni in dtr o.goo, uË
no significantty differenr. Thc hyporhcsis rhat a rciutaring
proæss exists unto a Cu conrcnt in the food of S0 mfrcg cai
be crrittcd.

_(ii) For Ta,tvery high æncenration is noæd in thc viscera
o_1 | a m caring food A (Iable 3; cignificant difrercnce for
foods and AÆ and C p < 0.01). This very imponant accumu-
lation of Zn in thc visærr (see mulriplying facrors in fabh +)

'l'AltLU.l

Conparivrn of Multiplication Fuctors of llre Coppcr rnd Z,inc
cbnccnlrutions in the l'ool unrt visceru uI ller* irproo arpern.
and flc&r fipersa naxima Sustalned with Fecds A and B

Irl u h iplirirt hrn firtrr rrl' iltc rrrnl.r'p1 r:11 irn ;

SpctiÊs

Of copper in snails
rcsrcd wirh fcrd
B/in snlilr fcd
wilh fccd A

Of zinc in snailr
reflld wirh fccd
A/in sndh fcd

with fccd B

H, atpwt nrcrinw

H. etprw dtpcrs

Foot:
Vlrcera:
Foor:
Visctrû:

x l
x.lJ
x l .2
x6.l

x9.7
xS.6
xEJ
xel.7

Forx:
Visccnr:
Foor:
Viscsrr:

A

EÊ
I

Ëg

=Ê
I

Ë
E

t c  I e  l o  E a I c  E l r  l r  l o
FtG l' e (A) ''d zB (8) ooæmrionr h fu (D rd îfuEsn (v, of $nodold ttcttr ,o*,t', ,,,pcr'4H r e) ra4tnr aqcrn -ofiæ(H r m) rsrsdviù forrr dilfcnu fccdr.

F r H r r  V r f , r r I r U t r  Y r E r r
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rDry wcigbr (foot + visccn) 
t356

in -t

rveight [berween 0.05 and 0.3 g dry martcr (DM), bur an op
posite rclrnion for thc conccntmtion. These divergent ,ouit*
could be connected with the inærspecies differcncls between
ffelix and cepaea, but could arso arise from the facr rhat ihe
age of the Celnea was not precisely known.

Comparison berweenH a m wd H aa

*n,*ffi
Dry wcigbt (foot + viæut)

The Zn contents in the foot arc eguivalent in both thc studied
subspccies (Fig. lB) and, if somc weuk divérgence.s appeilr.
they vary according to the food considercd 1c.g.. feed B, H o o,
< Hao, P -- 0.0283; and feed C, Hau > Hua, p =
0.0143). TheZr. accumulation in thc viscera with food A ob-
scrved in l/ a rn is twice as high ïn H a a (Tabte 4, Fig. 4). For
foods B rnd c the zn conccntrations in the visccra orc not
signif icantlydif fercntbcrween Huolund Huut 1p = 0.05).

The experimental rcsults complete the antcrior daùa concem-
ing the onalysis of ,the fbods and of thc seven snait from the
farm (Table 5). For Zn, foods A, B, and C range between 140
(the highest conccnrrilion onatyzed in snail farming) and 300
mgkg. For Cu, food B shows a concentrarion three times

/ Z n
Cu

| r08
l . lG.t.CuanrJZninl.month+|dHeIi. tasptounutÏhlurguÈ.lwithfccrJD.{AlComurrrrt iouirrnrg/| igrJrynrrrt tcr(DMt(tt) l}uJyburrhnirt1+grt lul | '

TABLE 5
Relation betwecn CoPPer end Zlnc Conccotrations ln Snel| fissucr rnd Snall Fccds

Coppcr (rn/kg of dry rnUcr) Coppcr(mgAe of dry mrncrf
Spoekt" Fool Spesics

2U t4 9t
u3 t262 9t5
19 32 +r
52 96 9E
t2 t1? tol
l9 r93 t72

A
E
c
D
6
7

Helir usperu
Ntinu

252
2u3

43
6t9
t?9
237

60
r305

59
422
157
164

x
at
t9
80
72
t8

A
E
c
I
2
3

Iltlix lz.r'pctrrt
aEpenro

Zinc (mg/kt of dry mdrcr) Zinc (qgftf of dry rusrær)

Food ViscGfa

n7 J5 il42
N' 58 t44
165 53 3t2
t4 s7 t99

r29 59 325

A
B
c
6
7

ztl r{l
frn 6t
165 45
læ 7l
t'll 70

A
B
c
4
5

l5r0
?55
417
l5?
259

IVorc. Foodr I to 7. deta from rctrn diffclur fsnns of rnflilr.
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llrc sculc ol' artulyzcd conccr r trttior rs. cquutiolr s cstubl i slri rrg tlrc
linear rclation bcrween rhe concentnation in rhe food anJ rhe
concentrations in the foot and in the viscera (Fig. 3 and 4),
rcspectivcly. For the lowest cu and Zn concentrarions in the
l'ood, the assimilution of these two essential metals is not sc-
companicd by accumulation, and rcgulating processes may ex-
ist.

comparison of rhe bulk cu and Zn concentrarions in snail
lissur"s rvith tlru'concL.ntrurion in thc food illustmrc.s thc sinri-
larities in the responses of the two subspecies, with a much
higher accumulation of the merars in the visccra, of H aa than
in thar of H a m.

DISCUSSION

Comparison of the Concentrations of Cu and Zt ia H a a
and Ha m wflit Those Related in tl:æ Hrcraturc
for Gastropods

which we obtained aîter Z months in H aa and f{am wirh
food A (Table 2), which conrains 2.6 rimes tess Zn than trrc
cnriched lenucc (?61 mg/kg in Zn) used by thqse aurhors.

For c" our resulg agree with thosc of Dallinger and wieser

2500

2000

1500

t000

500

0

{ l9ll4u,h). 'llrcrr: 
aur.lrrrr ulsu ohssrvc trrc accurrruhtiorr ol'tlrir

metal in rhe foor and viscera of H. ponutrra lbd tbr I month
with contaminared lertucc (53a mgAg DM). hur rhis accunru-
latiou (nraxinrunr in the nrunrlc, 253 nrg/lig DM) i* nruch tcss
(155 snd 174 mg/lig DM. respecùvely, lbr rhe lbot and thc
viscera) than that noted in the two subspecies of H. aspersa
(from 915 to 2l 13 mglcg DM) fed for Z monrhs wirh food
8(243 mg/kg DM).

scvcr.r! facroru can cxplain thr,- diffcn:nccs rnrrctl: rhc nrost
probable is the exisænce of interspecific variarions of affiniry
for cu, as there is bcnpeen H a a and H a m A classification or
the ability to bioaccumutate Cu can be proposed: H a a >
H a m ù H- pomatia. lt also may bc possible thar rhe chemical
form of Cu in food B (CuSO") is morc readily availablc for
snails than the cucl3 used by Dallinger and wieser. h is also
possible thar the age of the animals may be a facror in rhe lower
accumulation of Cu; indeed, wc used young snails (3 monrhs
old) in the frnal phascs of growth, white Dallinger and Wieser
used adult animals which have a less intensc meurbolism.

Comparison with ather species uf gastroptcls!runt dilferent
origitu. The variations in Zn concentrations in the tissues of
snails from our farming arc of the same order as those in the
liæraturc (Table I). In contrast, it is necessary to emphasize
that thc Cu contentC, which wBrc ef,tremely high in 3-month-
old adult H a a ud H a m fed food highly conraminated wirh
Cu (Food B), wcre higher in the fmr and in rhe viscera than ûll

EÊ
!o

s
E

a
art

a
L)

C u V:59r07+g,f??lCu food

Cu V=0,76+3,7037Cu tbod

u 125

lGul Food (ms&)

+ '  C f rFHar  -

o  O r F H a n

O  G r V H r r  - ,

a  c u v H r n  -
FIG' 3' Rchdon baurcco copger cucarnrriot io fær (F) sDd ao thc vbccn (v) of thc faniu s|db (tt r r rnd H r m) |!d tho ry ooËarnrfrn ofthc food.
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can gÊncratc the vcry high conænrs that we have determined.
Thesc rcsults providc supporr for thc use of young snails in the
cvaluation of the envimnmental contamination for short t€nns.
This pespectivc is intcresting as a complemenr to studies car-
rid out with wild anirnârq which arso reveal the freld con-
tamination but for longer renns.

Bîoaæumulation Factor (B Fllontamination Factor (CF)
Thcse two foctors a* interesting to considcr bccursc they

point out the variable affinities of snails for Cu and Zn (cx-
pressed by BF) and the levcls of contamination that rcsulr from
this (expressed by CF). gF' is rhe ratio bcrween the mcut
concenhation in rhe tissues of tbe snail (foot and viscen) urd
the menl corrcenration in thc food

Thc contamination factor is the rario bcnrreen the conccn-
tration in a given animat and the conccntraiion in a rcfcrcncc

o

Zn V-?93J+7JS Zn food

zn F.65r0 I +0,tXl62S I Zn lood
7.n F -57,? 244,00E74 Zn food

spectively, in P and V;72 and 62 rng/kg DM for the Cu in the
foot and the viscera). For H a,4 rhere aÊ not enough daa
availablc from wild snails to establish refercnce vatues.

Bimccumulationfactore. For Cu in H anr, the BF values
(fable 6) in the foot wirh foods A and B are of rhe same order
(from 5.1 o 5.7) whaævcr the conocnuation of Cu in the food
(28 mg/kg DM in A and 243 mg/lcg DM for B). Ttris is also rhc
case for Haq, wherc BF is from 9 to B.Z for both foods,
underlining the still higher afrinity of this spccies for Cu.
This ruulr is in line with obscrvarions of Moser and Wiescr
(1979), who proved that the perccntage of Cu assimilarion
in H. pomatr',a increases from 82.5 to BBj and 97gb when
the food concentration (lettuce conuminatcd with sulfate or
cqppcr chlodde) is increascd from 30 ro 230 and 1390 mgkg
DM Cu.

Por 7.n, in thc foot, the BF values arc lower ûsn L In lhÊ
visccra" the higher BF arc found in H aa eating food A. The
rfrrnity fiotTn seems to be also indcpendent of thc dose in the
foods, and it is also thc strrongest in the visoera of H aa (mor
BF, 5S witr food A). nre organotopism of Zn roward the
viscera is also clearly dcmonstratcd.

Using ur anificiat diet connminated with ûr and Ta as
nitrates, Laskowski and Hopkin (tgg6) showed that thesc met-
als accumulated in soft tissuc of aduls H a a in proportion to
their conccntration in thc food. ln buuq we elso obscrved this
relation but our results also revcalcd that thc chemical form of
meals urd the naturp of tlre food may affcct thciraccumulation
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in snails. 'l'his 
is pilrticulurly ch:ur wlrcn thc lttj valuc.s ani

considercd.

Coutanfinuriut factors. The deviution in CF obscrved by
Pih:rn r'r rrl. (199-lb) iu rvild snlils arc reponud iu rhc'borronr
row of Table 6: rhe hi-ehest cF for Zn in thc viscera is found
in H. ponarra, collected from a class t dumping ground thot
has rcceived nnny mctallic hydroxides (predominance of Zn
and lcss of cu) after u tre:lrrncnl of physicochcrnical prccipi,
tation (Pihan cr al., tgg6).

The CF esnblished in rhe prçsent srudy poinrs our rhe very
important conumination by Cu of H u u ld wirh food B, f;
which the cF i-s twice thc maximum cF found in wild anirnal.s
in vine-growing soil (pihun ct al., lgg4a). For Zn, n higher CF
in the viscera than thar found in field animals coltecad on
pollutcd sircs is noriccd.

Tlrc lcvcls of cxpcrinrcntut contilminution of fanning snails
can thcreforÈ surpass the levels found under field conditions il
very conhminated sires. The lack of soil under our out-of-
ground farming conditions muy explain.this resuh In facÇ
undcr ficld conditioni. the snuils eal phns, but ulso the menls
in the soil nuy bc present in a chemical formulation tcss bio-
disposable rhan when they are incorporatcd in a specific food
for thc snails in a mineralizcd md vitaminized compound form.

CONCLT'SIONS

Thc capaciry ro aocumulatÊ cu and zn differs in two f/ci.r
subspecies and wries according to the disrribuæd alimenhtion.
The metal conccntration in food varics from onc factory !o
anothcr according to the origin of thc raw materials and oi thc
vitaminized compounds of minerals constituring the food, os
Pihân eraL (1996) have undcr.lined it; it is firtinf now ]o srudy
the effects of the different pafameterB on the biôaccumulation

PRrcclis' suult if\ agc, lirrrc t}l' uxprrsurc t.l thc contanrinalrt.
dosc. mrl c|tc.rrrical fonrr in rvhich thr_. rrrc,lirl is inctrt1xrrut,,.d.
Thr.tit studir.s fùpfr,'scnl :rn illtprill:illl fr1.çg1.,11t lirr lhr. lts(. (tf'
snails. either as bioindicllors undr.'r ticld condirions or as tcst
organisnrs lbr the l'ocusin-c o[ terrcstriul ccoroxicolo_eir,-ul tests.

Resuhs indicated rhar growrh is nor inhibired ar a Cu con_
centralion of about 250 mgnig of food; also, rescilEh inro
doses harmful ro thc development of snails (with the objecrivc
ol'dcvisirrg :r trst) will n**rJ tu cousidcr triglrcr duscs. lt is ulso
remarkable that the growth proceeds welt at concenrrarions so
differcnt from rhose of foods C and B (rcspecrively, 29 and 24J
mgnrs in Cu).

Thc incrui$cs in thÈ cu und ar contcntli 3g to 4g cray.s'r'rcr
ccssation of the alimenrary contaminarion were noticed by
Dallingcr nnd lvic.scr ( 1984a): cu. which incruir,ics c.s|æcially
in thc foot nnd lsss in the hepûtopancrqls. decreuces nfter a
brcuk in the contuminution. whcrcas Zn stays ur lurge iunount$
in the digestive gland. This kind of respon.se indicates a long-
term rccumulation of the ingested zn in the digesrive gtand
(this is also the cuqe for Pb and cd according to these authmr).
Thus' in the æncstrid grstropods, lhc rligcstivc gllnd consli-
tutes the main sirc of accumulation and deroxification of thc
mchls. However, rhc possibility of contaminlrion by pb in rhc
foot has bccn polnrcd our in rhc tield (pihan cr al.. lgg6); ir is
lhereforc fiÛing nor to forget analysis of this organ in evalua-
tions of pollutants rhar.can be canied by borh digcstive and
trulscutancous neons,

Tlre tolerarrce of thé snails to high doses of metals like Cu
Td Zn in the oryans would be duc mdnly ro rhe incorporurion
of ttæ mctals in pyrophosphare granuhs in calcium ælis of thc
hcpatopancreas (Dallinger, lg93). The hemocyaninc would
constitute a uansitory storagc sire for the excess Cu, and a
small amount of this metal would probably be associated wirh

TABLE 6
Bioaccumulation Factor (BF) and Contrminstloa Factor (CF) of $monthold Snsl6 Rcared for J monlhs under

Controlled Coadltlons

Coppcr

BF
virocn

BF
viæcreCF foot CF Yirocra BFhû

Sndl
Spoclcr fccd CF foa CF vi,rssn BFfc

Helh atptv
âp,rlrrn

Hclir æpctu
aErrn

Rccordcd &virtionr
ftcrclrt radl

bncdiq3
Narær

Undclcnnhcd bccsurc of
H of rrfcæacc trlær
ia mtunl rmib

3.5 0.96
æ3 2r.04
059 0.95

05ts293 0.9t-2t.04

l.6t t.6E t.lctolB

A
B.
c
D
A
B
c

5. | 3.3
5.7 3.3
t.6 2.3
l.E t.8
9 2"1
t.7 53
2.2 3.t

t.G&? l.t-53

Undacmiæd bcourc of
læ* of nfcæncc trlrnr
in nuunl rmlls

0.2
0::t
0.32
0.t{
0:7
0Jr
0n

o.t+{tJz

3.9
t.7
7

0.ô
53
t2
z5

0.b5J

t.tr tz53
ljr Lt2,
l.{It 13

Hr5-t't6 2.û2-t2-53

Uedaonûnod . t.ll+,+r Lrs UndeærninÊd
'Mcan of ûc rtp bgtdtcr fcd vlrb fccd B.rFlonr Pihan clat lgt{b.
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:l lDclulloftioncin. t;rrr thc purt rrl'Zn not ussociirtcrl with tlrc
:ipherocrysrals ol'rhc calciunr cells, an imponant part rvould be
bound to u ligand of low molccular weight not actuilily known
(Dallinger, 1993): rhe other pan would be chelared by some
meullothioncirs. These processes initiure the conrpurtnunra-
tion and the isolation of merals that reduce their toxic effecrs.
These different stmtegies of "rcsistance" lo thc toxicity of
metal contaminunts provide evidence that snails are important
organisnu to consideros accumuhtion bioindicirtors or nlso as
a link in the olimentary chain, with sn important role in bio-
magnification.

The use of the out-of-ground farming tcchnique ho.s made it
possiblc to derermine performance foods that allow hrmoni-
ous irnd quick development of the sndls to glrstronomic cus-
tom! The rcsults show that it is fitting to rnonitor the amount of
m€tal$ in these foods to obtain animals of gootl quutiry (with-
oul exçessive concentration of metals) for human consumption.
According to the analysis canied out on numerous plots of tL
aspcrsa and fJ. pomatia coming fium the field or farming
(outside or out of ground). Pihan er al. (lgg*q) suggest qualiry
scalcs establishing four classcs (l to IV by growing conænts).
According to these scales. for the class I in the viscera, the Cu
values orc lqss than t30 mdkgDM andZn values less than t50
mg/kg DM.

This innovntive method may dso be used in developing tesu
with snails as bioindicators of pollution by measuring factors
such ss bioaccumulation, effects on growth (Gomot, l99TAb)
and rcproduction, modifications of enzymatic activities, and
genotoxicity during erpoilrË io pollutsnB. In the futurr, thesc
æsrs could be canied our with srandard animals for which the
biological pasr is bcner known than for those collecred in ficld.
lndeed, Beeby and Richrnond (1982) have indicarÊd ùût snails
from a contlminated site assimilate lcss of thc leed to which
they arc exposed at the laboratory than animals collected at a
nonoontamimted sitc. This cxamplc illustratcs one of the risks
thst binds us to the use of wild animals for experimental
studics. This way seems to be promising bccausc theæ are
few shndard rests ùo mÊ[sure the bioaccumulation and/or
thc mxic effects on rerrcsuial inveræbrates. phillips (1993)
undcrline.r rhe importance of this method to suppon efforts to
protcct natunal ËsourEcs agdnst pollution.

The differcncrs in bioaocumulation of Cu and Zn, which
have bcen poinrcd out in H a a nd H a m particularly in the
digestive gland, fed for the same tirne with the same foods,
corrcspond well with the diffeænccs in digestive physiology
and curnot be anribured !o rhe differcnces in the composition
of the foods, as indicatcd by Grcville and Morgan (l9gg).

two subspecics havc differcnr geographical disrributions (a

widr: distrihution frrr tl u u in lcnrpcriltc y.orrcs and il m(rrc
restricted distribution lor H a lr in horter clinrarcs).

Morc plrticultrly. this work provirlcs thc hasis of r.*sclrr.*lr
conrplenrcntilry to thul of authors rvho usctl rvilrt.sn:lils to sturly
nretal biodisposability in order to evuluirre ecologicnl risks iu
the environmenr (Beeby, 1985; Beeby and Eaves, 1983: Rich-
mond and Beeby, 1992; Dallinger and Bcrger, 199?: Rabirsch.
t996),
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Chapitre III : Biosurveillance passive. Etude de la contamination
polymétallique de populations autochtones en
fonction doactivités anthropiques actuelles ou
anciennes

III.1. Biosurveillance en environnement soumis à un trafic automobile

Cette étude s'est développée en environnement soumis à un trafic important : I'autoroute
A7 sur I'aire de repos de la Manon vers Salon de Provence et la Nationale 7 entre Antibes et
Nice dans le parc de Vaugrenier. Un site de référence, non concerné par le trafic a été retenu
pour comparaison sur un site de restanques entre Vallauris et Antibes-lès-Pins (planche IIIru,
figures | à 4; pour des études ultérieures).

Planche III1" : Sites de collecte de gastéropodes autochtones

1. à 3 : Site autoroutier 47. Aire de repos la Manon.

. Figure 1 : Direction Salon de Provence, voie de pénétration vers I'aire de
repos. Un talus végétalisé sépare I'autoroute de I'aire de repos. Etoile : Lieu de
récolte d'espèces autochtones, Helix aspersa aspersa (Azu et A26), Eobania
vermiculata (A), Pseudotachea splendida (A4), Theba pisana.

. Figure 2 : Aire de repos aménagée et végétalisée ; à gauche, talus séparant
I'aire de I'autoroute.

. Figure 3 : Détail d'un massif de romarin avec escargots en estivation. Lieu de
récolte de Helicopsis striata (As), Cernuella neglecta (As) et Trochoïdea
scitula.

4. Site du parc de Vaugrenier bordé à droite par la Nationale 7 Antibes-Nice.

Etoile : lieu de récolte d'espèces autochtones en activité sous le lierre : Oxychilus
draparnaudi. Sur le sol et dans I'humus: Chondrina sp. et Pomatias elegans. Eobania
vermiculata et Theba pisana ont été récolté en état d'estivation sur les troncs et les plantes
herbacées.
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Planche III1"
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Planche IIIrb : Site de collecte de gastéropodes autochtones sur des
restanques entre Vallauris et Antibes-lès-Pins

l. Restanques végétalisées en zone de production florale sous serre. Habitat
dispersé

2. Gastéropodes autochtones :

o @ Oxychilus draparnaudi récolté sous le lierre des restanques (figure 3, étoile)
. @ Hetix aspersa aspersa (plantes herbacées)
. @ Eobania vermiculata
o @ Rumina decollata (pied de restanque)
o @ Cernuella neglecta
o @ fheOa pisana en estivation sur aneth
o @ Pomatias elegans (zone humide au pied des restanques)

3. Vue de I 'enrochement d'une restanque avec couverture de l ierre, l ieu de récolte
d' Ory chilus draparnuudi.

Le pied de restanque est plus humide avec présence de Rumina decollata et de
Pomatias elegans. Au premier plan, aneth avec Theba pisana en estivation.

4. Détail de la situation de Theba pisana en estivation sur un rameau d'aneth
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III.1.1. Autoroute A7. Aire de repos de la Manon

III. l .  l .  l .  Espèces étudiées

Cinq espèces ont été analysées et numérotées de Ar à As :

- Azu: Helix aspersa aspersa (n: l) ;
- Azu . Helix aspersa aspersa (n : 5) ;
- A: . Helicopsis striata (n: 5 lots de 5 individus);
- A4 '. Pseudotachea splendida (n: 5 lots de 2 individus)
- As'. Cernuella neglecta (n - 5 lots de 2 individus)

Les differents individus des espèces Ar, A:, A+ et As ont été récoltés sur le talus séparant
I'autoroute de I'aire de repos, côté aire de repos, et sur les espaces verts plantés et engazonnés
de I'aire de repos. L'individu Helix asperso aspersa Azu a été prélevé dans un regard du
réseau d'eaux pluviales de la zone engazonnée. Les individus Azu ont été récoltés sous les
arbres, sur le talus bordant lazone de repos. A l'époque de la récolte (fin Août), les animaux
sont en estivation (planche IIIru, figures I à 3).

t I I . l .1.2.  Résultats

La grille étant définie pour la concentration métallique dans la masse viscérale de Helix
aspersa aspersa,les différentes espèces seront comparé es à Helix aspersa aspersa (figures 55
et 56).

- Helix aspersa aspersa (Ar) présente, pour Aqu, la plus faible concentration en
cuivre (classe II) et pour A26 ung concentration plus élevée (classe III) alors que les
autres espèces (Ar, Ar, Aq et A5) relèvent de la classe IV ;

- Helix aspersa aspersa (Az) présente, pour A23, ufle concentration en fer relevant de
la classe III ainsi que Eobania vermiculata (A1). Helix aspersa aspersa (Azu),
Helicopsis striata (A:) et Pseudotachea splendida (A4) relèvent de la classe II.
Cernuella neglecta (As) relève de la classe I ;

- Helix aspersa aspersa (Az) présente, pour A22, un€ concentration en manganèse
relevant de la classe III ainsi que Pseudotachea splendida (A4). Cernuella neglecta

(A:) relève de la classe II. Helix aspersa aspersa (Azu), Eobania vermiculata (A) et
Helicopsis striata (A:) relèvent de la classe I ;

- Helix aspersa aspersa (Az) présente, pour A2u, uns concentration en zinc relevant
de la classe III ainsi que Helicopsis striata (Ar) et Pseudotachea splendida (A4).
Helix aspersa aspersa (Azu), Eobania vermiculata (A) et Cernuella neglecta (A5)
relèvent de la classe II :
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a A I  . A 2 a '  A 2 h  a A l  a A 4  a A s

Figure 55 : Concentrations en Cd, Cr, Ni et Pb dans les viscères des escargots prélevés

I'autoroute lt7 sur I'aire de la Manon. (<SD : inférieur au seuil de détection)

I9Iétaux

aAI  âA2a  oA2h  aAJ

Concentrations en Cu, Fe, Mn et Zn dans les
I'autoroute A7 sur I'aire de la Manon.

. A 4 . A 5

viscères des escargots

au bord de

Itr
221

Figure prélevés au bord de
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- Helix aspersa aspersa (Azu et A26) présente une concentration en cadmium relevant
de la classe I ainsi que Helicopsis striata (Ar) et Pseudotachea splendida (fu).
Eobania vermiculata (A) et Cernuella neglecta (A) relèvent de la classe II ;

- Helix aspersa aspersa (Az) présente, pour Azu, une concentration en chrome
relevant de la classe IV ainsi que les autres espèces. Par contre, Helix aspersa
aspersq pour 425, relève de la limite inferieure de la classe II ;

présentent une concentration en nickel relevant de la classe I ;
- Helix aspersa aspersa (Ar) présente, pour A2a, ufle concentration en plomb relevant

de la classe III alors que Helix aspersa aspersa (Azù relève de la limite inferieure
de la classe II et les 4 autres espèces relèvent de la classe I.

La prise en compte de l'indice de contamination polymétallique (ICPM), par sommation
des indices inhérents à chaque métal (tableau 27), met en évidence le niveau global de
contamination qui est le plus élevé (ICPM - 20) pour Helix aspersa aspersa A23 01 estivation
dans un regard d'eaux pluviales de la zone enherbée avec bioaccumulation de Cr, Fe, Mn, pb
et Zn; par contre, il est le moins élevé (ICPM - 14) pour la même espèce constituant le lot
Azu en estivation parmi les pierres du talus arboré limitant l'aire de repos. Le lieu de
prélèvement révèle donc une grande importance et dans le cas présent, le contact avec les
eaux du réseau de drainage apparaît comme déterminant. L'abaissement de la concentration
en cuivre pour le lot A2u (classe II) par rapport au lot A26 (classe III) pounait être expliqué par
la présence à une concentration élevée des autres métaux, principalement du plomb et du zinc,
métaux classiquement présents en environnement autoroutier et que l'espèce Helix aspersa
aspersa met bien en évidence.

Parmi les autres espèces et en référence à la grille indicielle est établie pour Helix aspersa
aspersa, Pseudotachea splendida (A4), avec un ICPM également de 20, peut être proposé,
dans les sites où l'espèce existe, comme espèce indicatriÇe en I'absence de Helix aspersa
aspersa.

La capacité d'élevage d'Helix aspersa aspersa reste cependant le critère discriminatoire
prépondérant si l'on souhaite utiliser en parallèle les biosurveillances actives et passives. En
ce qui concerne les autres espèces, elles indiquent également une contamination biodisponible
en chrome, cuivre , zinc, et pour certaines d'entre elles également en fer et en manganèse.

Pour toutes les espèces, il n'y a pas de mise en évidence de contamination du site par le
cadmium et le nickel même si des différences inter-espèces dans les capacités de
bioaccumulation apparaissent en ce qui concerne le cadmium ; Helicopsis striata (Ar) et
Cernuella neglecta (Ar) présentent en effet des concentrations à la limite du seuil de
détection, alors que Eobania vermiculata (A) et Pseudotachea splendida (Ao) présentent des
concentrations 10 fois plus élevées.

En ce qui concerne I'origine des métaux, le plomb, détecté par Helix aspersa aspersa dans
le réseau pluvial et plus faiblement dans la zone boisée, est d'origine automobile ; le chrome,
le cuivre,le zinc,le fer et le manganèse ont une origine mixte, à savoir le trafic et la corrosion
des structures métalliques nombreuses sur ce site : barrières de sécurité, panneaux de
signalisation, portiques, arceaux ...
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Tableau 27 : Récapitulatif d"t_g!"t*l étudiées (aire de La Manon).

At: Eobania vermiculata ; A2u eta I Helix aspersa aspersa , At . Helicopsis striata ; Aa .
Pseudotachea splendida, As : Cernuella neglecta.

III. l .2. Nationale 7. Parc de Vaugrenier

III. 1.2. l. Espèces étudiées

Trois espèces ont été analysées et numérotées de Vr à V: :

- Vr '. Orychilus draparnaudi (n : 5) ;
- Vz . Eobania vermiculata (n : 4) ;
- Vr '. Pomatias (Cyclostoma) elegans (n

taille).

- 5 lots de 5 individus compte tenu de la

Les individus sont récoltés en forêt dans les 40 mètres bordant la Nationale 7. Orytchilus
draparnaudi (Vr) est en activité dans le liene de base des arbres; Eobania vermiculata (Y2)

est en estivation, fixé en hauteur sur les arbustes; Pomatias elegans est récolté sur le sol, dans
l'humus humide (planche III1u, figure 4).

I I I .1.2.2.  Résultats

La grille, précédemment définie par référence à la concentration en métaux dans les

viscères d'Helix aspersa ospersa, a été appliquée aux trois espèces les plus courantes du site.
Les figures 57 et 58 mettent en évidence les capacités très differentes des trois espèces vis-

à-vis de la bioaccumulation du cuivre et du plomb.
Pour le cuivre , Oxychilus draparnaudi (Vr) relève de la classe IY, Eobania vermiculata

(Vz) relève de la classe III et Pomatias elegans (V:) relève de la classe II.
Pour le plomb, Orychilus draparnaudi (Vt) et Eobania vermiculata (Vr) relèvent de la

classe II alors que Pomatias elegans (V:) relève de la tranche inférieure de la classe I.

les différents métaux des es
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Figure 57 : Concentrations en Cd' Cr, Ni et Pb dans les viscères des escargots prélevés dans le parc de
Vaugrenier
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Figure 58 : Concentrations en Cu, Fe, Mn et Zn dans les viscères des escargots prélevés dans le parc de
Vaugrenier

La situation de Pomatias elegans (Vg) s'inverse par contre vis-à-vis de la bioaccumulation
de trois métaux pour lesquels l'espèce présente la concentration moyenne, dans la masse
viscérale, la plus élevée. Ceci est très significatif pour le chrome (les trois espèces relevant
cependant de la classe IV), le fer (2 espèces étant en cli$se lll : Pomatias elegans (Vs) et
Orychilus draparnaudi (Vr) et la 3'-", Eobania vermiculata (Y2) relève de la classe II), le
zinc avec Pomatias elegans (Vl) en classe IV, Orychilus draparnaudi (Vr) et Eobania
vermiculata (Y2) en classe III.
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En ce qui concerne le cadmium et le nickel,Orychilus draparnaudi (Vr) relève de la classe
II, les deux autres espèces relèvent de la classe L

Pour le manganèse, il n'y a pas de difference dans le diagnostic de classe à partir des trois
espèces qui relèvent toutes de la classe I.

Le calcul de I'indice de contamination polymétallique (ICPM - tableau 28a) montre un
niveau global de bioaccumulation plus élevé chez l'espèce carnivore Oxychilus draparnaudi
(ICPM : 2l). Les ICPM des deux autres espèces sont de même niveau (ICPM : 17) mais
avec un comportement très different vis-à-vis du plomb, très peu bioaccumulé, et du cuivre
moins accumulé par Pomatias elegans (V:) alors que le fer et le zinc le sont plus. Le biotope
de Pomatias elegans, en zone humifère, est de fait très different de celui d'Eobania
vermiculata.

Tableau 28a: Récapitulatif des classes pour les différents métaux des espèces étudiées (Parc de
Vaugrenier).

Cette étude permet de souligner la diversité des niveaux de bioaccumulation des métaux
entre des espèces de biologie differente.

La même espèce, Eobaniavermiculata, récoltée sur l'aire de repos de la Manon (lot A1) et
dans le parc de Vaugrenier (lot Vz) montre un profil de contamination polymétallique
different dans les deux sites avec des ICPM très proches (ICPM Ar: l8 et ICPM Y2: 17)
(tableau 28b).

Tableau 28b : Profrl de contamination polymétallique d,e Eobania vermiculata en fonction de leur lieu de
récolte.

Les deux études réalisées sous climat méditerranéen montrent la possibilité d'utiliser
d'autres espèces que Helix aspersa aspersa pour un diagnostic de niveau de contamination
polymétallique. La diversité des espèces permettrait une approche de l'impact de facteurs
pouvant expliquer les différences inter-spécifiques (régime alimentaire, contact avec I'humus,

rythme d'activité lors de l'estivation.

III.2. Biosurveillance en environnement d'ancienne exploitation minière.
Mine de cuivre de Léouvé

III.2.1. La mine de Léouvé

Afin de comprendre les sources multiples de contamination du site industriel, il est utile de
fournir les éléments essentiels de la géologie, les technologies mises en æuvre et la
composition minéralogique du gisement métallifere exploité.
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* Cadre géologique

La mine de Léouvé fait partie des anciennes mines de cuivre du Dôme de Barrot qui
culmine ù 2136 mètres. Ce site se situe au nord-ouest des Alpes Maritimes. Il s'agit d'un
bombement à grand rayon de courbure généré par une remonté du soubassement hercynien
qui s'est effectué par contrecoup du soulèvement de la chaîne de I'Argentera-Mercantour. Sur

permiennes). Vinchon (1984) définit trois formations de bas en haut de l'échelle
stratigraphique :

- formation du Cians (450 à 800 m d'épaisseur).
- formation de la Roudoule (50 m d'épaisseur).
- formation de Léouvé (150 m d'épaisseur).

On observe dans les formations permiennes du Banot, une évolution depuis un régime
alternativement éolien et lacustre peu profond (formation du Cians) vers un système fluviatile
(formation de Léouvé). La formation de la Roudoule marque une étape intermédiaire entre ces
deux systèmes.

A la périphérie du massif permien, le Trias débute par un ensemble détritique discordant
gréso-conglomératique de couleur blanchâtre qui apparaît dans le paysage sous forme de
falaise de l5 à 35 m de puissance. Le contact entre le Trias et le Permien est souligné par une
décoloration verdâtre du mur permien.

Selon Mari (1992), de nombreux indices métalliferes (essentiellement cupriferes) sont
connus au sein de la série permo-triasique. En fonction de leur position stratigraphique, ils ont
été répartis en quatre groupes :

1. Minéralisations filoniennes sécantes de la formation du Cians ;

2. Minéralisations stratiformes liées au niveau à débris végétaux ;

3. Minéralisations stratiformes au contact du Trias sur le Permien ;

4. Minéralisations uranifères associées aux termes gréso-conglomératiques du Trias
détritique.

Dans le cas du Gîte de Léouvé, il s'agit d'une minéralisation stratiforme au contact du
Trias sur le Permien. Seules ces formes de minéralisations ont présenté, dans le passé, ur
intérêt économique.

Selon Mari (1992),la minéralisation cuprifère imprègne à divers niveau les conglomérats,
grès blancs et pélites du Trias basal qui couronnent le Permien rouge. La minéralisation
présente 75 cm de puissance en moyenne avec des teneurs en cuivre variant de | à 5%o.
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* Historique de I'exploitation (figure 59)

Figure 59 : Situation géographique de la mine du Cerisier (d'après Mari, 1992)

La concession de la mine de Léouvé s'étend sur une superficie de 335 hectares et se situe

sur la commune de La Croix. Elle fut accordée à Jean Franzi le 20 Janvier 1875. Entre 1875 et

1878, 530 tonnes de minerai sont extraites de la mine et sont enrichies à 25 Yo de cuivre à la

laverie du Cerisier. En 1878, la concession passe sous le contrôle de la Société Anonyme des

Mines du Var et se développe principalement sur le site du Cerisier. En 1882, plusieurs

concessions sont réunies et reprises par la Société Française des Mines de Cuivre. La fonderie

est située à Léouvé et est commune au Gîte du Cerisier. L'exploitation cesse en 1886 faute de

rentabilité.
A partir de l g52,le BRGM et le CEA commencèrent à rechercher des indices d'uranium

(uraninite : UOz). Des galeries furent alors dégagées et réouvertes à Léouvé ainsi qu'au

Cerisier mais les recherches furent abandonnées en 1963 du fait de la non rentabilité

économique des réserves.
Les minéraux susceptibles d'être échantillonnés en place et sur les haldes sont

essentiellement malachite et azurite sous leur aspect habituel d'enduits, croûtes et

imprégnations. D'autres minéraux comme la bornite, la chalcocite, la digénite et la

châlcopyrite en imprégnations dans les grès sont également visibles à l'æil nu. Au

microscope, on peut distinguer cuivre natif, ténorite, cuivre gris et pyrite.

iilill 
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* lnt,t*Llinuuila

t*,^iilU rh R?''

* "srlÉt /Coldu Mont

La Croix-sur.Roudoule ^"#



Partie III - page 162

A Léouvé, 1000 mètres de galeries furent exploités contre 8000 mètres au Cerisier. Les
ruines de la fonderie qui recevait les minerais extraits des Gîtes de Léouvé et du Cerisier (le
coke, provenait de Nice) sont encore visibles à I'entrée de Léouvé sur le versant gauche de la
Roudoule, avec de nombreuses scories noires et vitreuses de Litharge de cuivre (planche III2,
figure 3). On peut également observer la cheminée, en cours de consolidation, qui se dresse à
I'est de la route (planche III2, figure 1) ainsi que les galeries de mine dont beaucoup sont
inaccessibles. un musée de la mine a été réalisé à Léouvé.

* Le Gîte métallifère du Cerisier ; composition du minerai

La concession est crée en 1860 sur 260 ha et est accordée à la Société des Mines du Var à
partir de 1878 puis à la Société Française des Mines de Cuivre. La puissance de la couche
métallifère varie de 0,70 m à 1,50 m. Le nombre de mineurs sur cette exploitation fut
supérieur à celui du Gîte de Léouvé (70 personnes). Les haldes, encore visibles en bordure de
la piste qui mène au Cerisier, proviennent des galeries Cowling (S l5 m) et Léonie (950 m).
En bordure du ravin de Bergiès s'ouvrent les galeries Maurice et Anonyme (300 m) (figure
60). Au total 5000 m de galeries furent percées laissant à leur proximité d'importantes haldes.

I
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Figure 60 : Plan des travaux miniers sur le site du Cerisier (d'après Mari, l9g2')

Le minerai cuprifère est essentiellement de
concentré dans une couche schistogréseuse de
Permien-Trias.

la chalcocite et de la bornite. Ce minerai est
couleur grise à verdâtre située au contact du
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La richesse du minerai atteignait en moyenne 3.5 à 4% en cuivre et 2kg d'argent par tonne
de cuivre. La production totale s'éleva à 100 000 tonnes de tout-venant qui donnèrent de
I'ordre de 2 500 tonnes de cuivre métal.

L'accumulation en couche, de plusieurs milliers de tonnes de cuivre métal, soumise à
I'action des eaux pendant des millions d'années, fut le siège de remobilisations intenses. Ceci
explique I'abondance des croûtes et imprégnations d'azurite et de malachite (planche IIIz,
figures 2 et 4).

Cette association minérale comporte également de la sidérite, de l'hématite et du quartz.
Selon Mari (1992), un échantillon moyen à la sortie de la mine contenait : Cu (4-5oÂ), Fe

(4-6%), Ag (0,01oÂ), Si (68-75o/o), Al (13-l8oÂ), Ca, Mg, Ba(2-3%), K, Na (2-3%), Eau (l%).
Le minerai était trié à la main sur le carreau de la mine (opération de scheidage). Une

laverie, avec criblage, alimentée en eau par une dérivation de la Roudoule, permit un certain
enrichissement en cuivre (10%) mais les pertes en métal étaient considérables et l'eau
nécessaire aux ateliers faisait défaut une partie de I'année. C'est pourquoi, un atelier de
préparation mécanique fut exploité sur la rive gauche de la Roudoule afin de transformer le
minerai brut en minerai marchand. Le mécanisme comprenait des broyeurs qui étaient
actionnées par la force motrice de deux roues hydrauliques à augets de 5 m de diamètre,
actionnées par les eaux provenant de la Roudoule. Ce procédé permit d'obtenir un
enrichissement du minerai de 20 à 33% en cuivre mais entraîna des pertes de l'ordre de 50%
du métal contenu qui se déverse directement dans la Roudoule par I'intermédiaire de matières
boueuses issues du lavage du minerai (15 m3 par jour) et ceci malgré la construction de 8
petits bassins d'épuration (500 mt au total).

Le haut fourneau de fusion est construit au Cerisier en 1879. Le lit de fusion est constitué
par 80 kg de coke, 200 kg de minerai enrichi et 190 kg de castine (tuf calcaire). Le fer et la
matte sont séparés dans des lingotières. Les scories, moulées dans des pots coniques, sont
déversées près de la Roudoule.La matte contient un maximum de 50 oÂ de cuivre. Le culot de
fer contient des traces de nickel et de cobalt. Parfois, on obtient du cuivre rouge (86 à 88% de
cuivre), raffiné par un traitement spécifique donnant : Cu : 96,50Â; Fe : 2,6Yo; S : 0,404 ; Ag :
0,3o ; Pb : 0,loÂ avec, en plus, des métaux traces :Ni, Co,Zn, As et Sb.

De 1882 à 1884 le traitement électrolytique est testé parallèlement à la poursuite du
traitement par fusion. En 1886, la mine cesse son activité du fait de sa non rentabilité. La
société italienne Ligure Ramifera, dont le siège social est à Gênes, reprend I'ensemble des
concessions en 1908 mais suite au décès de son représentant local, Alfonso Lotti, les travaux
envisagés ne furent pas entrepris et la société fut mise en liquidation en 1916. En 1930 toutes
les concessions revinrent à l'Etat et furent placées dans la situation de gisements ouverts aux
recherches.

Quelques milliers de tonnes de cuivre métal demeurent dans l'ancien Gîte du Cerisier et les
mesures que nous avons effectuées ont eu pour objectif d'évaluer la biodisponibilité du cuivre
et des métaux associés dans cet environnement minier.

+ Index minéralogique

Minéraux principaux cités des gîtes métallifères de Léouvé et du Cerisier : argent natif
(Ag), azurite (Cu:(COr)z(OH)z), bornite (Cu5FeSa), chalcocite (CuzS), chalcopyrite (CuFeSz),
cuivre natif (Cu), cuivre rouge (Cu2O), cuivre gris ((Cu,Fe)rzAs+S r:), hématite (Fe2O3),
malachite (CuzCO:(OH)z), pyrite (FeS2), sidérite (FeCOr) et ténorite (CuO).
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Planche III2 : Site de Léouvé

Cheminée du haut-fourneau de fusion du minerai de cuivre de la mine du
Cerisier.
Construction : 1879. Notez la couleur (rouge brique du permien).

Sol du fond d'un bassin avec imprégnation de malachite.
Lieu de récolte de I'individu Lz d'Helix pomatia.

Scories noires et vitreuses, moulées dans un pot conique et déposées au confluent
de la Roudoule et du Vallon des Bergiès.

Encroûtement de malachite sur réfractaire.
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Planche III2
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111.2.2. Bioaccumulation de métaux par les escargots autochtones

Dans le cadre de cette étude deux campagnes de récoltes ont été effectuées (été 1997 et été
199S). Les escargots prélevés sur le site du Cerisier appartiennent à deux espèces . Helix
pomatia (en 1997, Lr :  5 escargots,  Lz:  l  escargot,  L3:2escargots;en 1998,L+: 5 escargots;
Ls : 5 escargots) et Cepaea nemoralto (Lu : 5 escargots en été 1998).

L'analyse est réalisée sur les viscères et les animaux sont regroupés en fonction du site de
récolte afin de tenir compte de I'hétérogénéité entre les differents sites.(frgury 6U_

f f i t t ) t l i r l ,
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Figure 6l
Lr à Ls l Helix pomntia
L6: Cepaea nemoralis
L é g e n d e s : E : L i e u d e p r é l è v e m e n t d e s é c h a n t i l l o n s d ' e a u ; E n : E n t r é e d e l a m i n e ; F : H a u t
fourneau du Cerisier ; Gt : Gouttière en acier de collecte des eaux de ruissellement; H :
H ô t e l ; L : L é o u v é ; L a : A n c i e n b a s s i n d e l a v a g e ; M i : M a i s o n d e s i n g é n i e u r s d e l a m i n e ; P :
Parking ; Pi: Pinède; R: Roudoule ; Re: réserve d'eau ; S : Prélèvement du sol de fond de
bassin (planche III2, figure 2) ; Sc : Dépôt de scories ; VB : Vallon de Bergiès

Fo.
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1II.2.2.1. Prélèvements de I'année 1997. Etude des lots LtLz et L:

Lors des prélèvements de 1997,les cinq Helix pomatia adultes du lot Lr ont été récoltés en
période de pluies orageuses, en activité, en bordure du chemin permettant I'accès à la fonderie

et situé au-dessus de la laverie. L'individu adulte du lot Lz a été récolté sur le remblais de

fond d'un ancien bassin de lavage (planche IIIz, frgure 2). Les deux animaux jeunes

constituants le lot Lr ont été récoltés à proximité du bassin de lavage, mais dans un site plus

pierreux et de pente abrupte. Des coquilles vides de Cepaea nemoralis ont été observées, mais

aucun individu vivant n'a pu être récolté.
On note, pour le cuivre, que les escargots prélevés sur le site se trouvent en classe III pour

les lots Lr et Lz et en classe IV pour le lot L: avec un intervalle allant de 239 à 403 mdkg

selon la grille établie par Pihan et al. (1995) Par rapport à la grille de contamination de Berger

et Dallinger (1991) qui établissent une classe 3 pour des escargots trouvés sur des sites de

mines et de fonderies, les concentrations trouvées dans les viscères des escargots de Léouvé

sont largement supérieures. En effet, les concentrations de cette classe 3 sont, en moyenne, de

84 mg/kg avec un intervalle de 45 ù228 mglkg
Par rapport à la concentration moyenne de la classe de référence (classe I : 84 mg/kg) de

Berger et Daltinger ( I99l), on peut établir un facteur de pollution ou de contamination pour

les  d i f fe rents  lo ts  :  L r  :  279184:3 ,32 ,Lz  .239184:2 ,85 ,L t ' .403184:4 .8 .
Pour le zinc,la grille de Pihan et al. (1995) place les escargots du site de Léouvé en classe

IV pour les lots Lz etl-: et en classe I pour le lot Lr âvec un intervalle des moyennes allant de

105 à 982 mglkg. Dans ce cas précis une grande hétérogénéité des lots peut être observée.
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Figure 62 : Concentrations métalliques en mg/kg de MS (Cu, Fe, Mn et Zn) dans les viscères des escargots

des Lots Lyl-z et L3 (HelLr pomntia) - Site de Léouvé.

Les concentrations en zinc trouvées dans les viscères des escargots du site de Léouvé sont

inférieures à celles que I'on trouve dans la classe 3 (mines et fonderies) de la grille de Berger

et Dallinger (1991) avec une moyenne de 873 mg/kg et un intervalle de 400 à 1868 mg/kg.
Par rapport à la concentration moyenne de la classe de réference (classe I : 136 mglkg) de

ces auteurs, on peut établir un facteur de contamination pour les différents lots . Lr : 105/136
:  0 ,77 ,Lz  .  884/136:  6 ,5  ;L t  

' .  9821136 :  7  ,22.
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En ce qui concerne le manganèse, les escargots des lots Lz et L3 sont en classe III selon la
grille de Pihan et al. (1995) et en classe II pour le lot Lr avec un intervalle des moyennes
allant de 174 à 342 mg/kg. Il n'y a pas de comparaison possible avec la grille de
contamination de Berger et Dallinger (1991) puisque ces auteurs n'ont pas traité de ce métal.

Pour le chrome, les escargots des lots Lr et L: du site de Léouvé se trouvent en classe III
d'après la grille de Pihan et al. (1995) et en classe IV pour le lot L2 rvea un intervalle des
moyennes allant de 2,5 à 6,2 mgkg. Pour ce métal, il n'y a pas de comparaison possible avec
la grille de Berger et Dallinger (1991) car ils n'ont pas traité le chrome.

En ce qui concerne le fer, I'escargot du lot Lz se trouve en classe tll et ceux des lots L1 et
L: en classe II (Pihan et al., 1995), avec un intervalle des moyennes allant de 115 à 203
mglkg. Il n'y pas non plus de comparaison possible avec la grille de Berger et Dallinger
(1991) qui ne traitent pas de ce métal.

Cd

Métaux

f L l  ( n = 5 )  L 2 ( n =  1 )  L 3 ( n = 2 )

Figure 63 : Concentrations métalliques en mg/kg de MS (Cd, Cr, Ni et Pb) dans les viscères des escargots
des Lots LrLz et L3 (Hellu pomntia) - Site de Léouvé

Pour le cadmium, les données minéralogiques ne signalent pas la présence notable de
cadmium sur le site de Léouvé. Ceci est corroboré par le fait que les lots Lr et L2 se trouvent
en classe I et les escargots du lot L: se trouvent en classe II avec un intervalle des moyennes
allant de 2,9 à 5,7 mùkg.

Pour le plomb, selon la grille établie par Pihan et al. (1995), les escargots des trois lots se
trouvent en classe I avec un intervalle des moyennes allant de 0,4 à I,2.

En comparaison avec la grille de Berger et Dallinger (1993), ces résultats sont inférieurs à
ceux du lot de réference dont la moyenne est de 9 mglkg avec un intervalle des moyennes
allant de 4 à 19 mg/kg.Le facteur de contamination est donc inferieur à l.

Pour le nickel, les escargots se trouvent, pour I'ensemble des trois lots, en classe I avec un
intervalle des moyennes allant de 0,2 à 1,2 mglkg. Aucune comparaison avec la grille de
Berger et Dallinger (1993) n'est possible puisque ces derniers ne traitent pas du nickel.

ry

Cr
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Parallèlement à l'étude des escargots, des dosages ont été effectués sur les eaux du vallon
des Bergiès et sur les remblais du fond du bassin de lavage. Ces dosages ont montré que les
eaux du vallon des Bergiès étaient contaminées par le cuivre et que les sols présentaient un
encroûtement de sels de cuivre. Il y a également, dans I'eau, présence de plomb et des traces
de chrome et de cadmium. Dans le sol étudié, il y a présence de fer, de manganèse, de zinc, de
plomb, de nickel, de chrome et des traces de cadmium.

Le tableau suivant rassemble les données principales comparatives :

Tableau 29 : Résumé des données de concentrations en métaux obtenues pour le minerai, les haldes, I 'eau
et les lots L1, L2 etL3
*# :  t rès  abondant :  * *  :  abondant ;  *  :

Minerai

Haldes (1998)
Fond de bassin

Eau (pgll) 1998
Vallon des Bergiès

Escargots
Ll à Lr (mg/kg)

Classe

Cu Pb Fe
+ # + + - #

54,6-25r,8 lr-2 9,2-11,2
g/kg mg/kg gAg

t r a c e s ; 0 : n o n s i g n a l é

Ni Mn Cr Cd
# # 0 0

l 5 - 3 0  0 , 4 1 - 0 , 7 3  8 - l  I  0 , 6 - 1 , 3
mg/kg g/kg mgA(g mgikg

< l  < 2 0  0 . 2  0 . 1

présent ; -:

Zn
-1--r

0 ,15-0 ,36
eke

90 2.7 <50 <50

239t403 0.4n.2 tIst203 t}st982 0.2tr.2 174t342 2.5t6.2 2.9ts.7

I V à I I I  I  I I I à I I  I V à I I  I I I à I I  I V à I I I  I I à I

D'après les données des escargots prélevés durant l'été 1997, plusieurs observations
peuvent être faites. Par rapport au minerai et aux haldes, le cuivre, le zinc, le manganèse, le
fer ainsi que le chrome sont biodisponibles et bioaccumulés. Le plomb, le nickel et le
cadmium (sauf, en ce qui concerne le cadmium, pour le lot L3) ne sont pas présents à des
teneurs sufflrsamment importantes pour modifier I'appartenance des escargots à la classe I de
Pihan et al. (1995) Le chrome, non signalé dans le minerai, est présent dans les haldes, sans
doute du fait de la dégradation des parties métalliques de l'exploitation, et d'autres sources
anthropiques peuvent exister telles que, récemment, les collecteurs de pluies en acier qui
traversent la chaussée.

Tableau 30 : Classes d'appartenance des lots Lr, Lz et L3 selon les gri l les de Pihan et oL (1995) (chiffres
romains) et de Berger et Dall inger (1993) (chiffres arabes)

1997 Cu Zn N'tn Cr Fe Pb Ni Cd ICPI\{
L l  (n  :  5 )  I I I 3  [ r  I I 2  I I I 3  I I 2  I r  I r  I r  14
L2 (n :  r )  I I I4  IV4 I I I3  IV3 i l l i l (  I r  [ r  (  z \ l tg
L3  (n  -  2 )  IV3  IV4  I I I 3  I I I 4  I I 2  I r  I r  I I r  20

Si I 'on considère I ' indice de contamination polymétall ique (ICPM) obtenu par sommation
des classes, I ' individu adulte récolté sur le fond du bassin (Lz) présente I ' ICPM le plus élevé,
avec la présence d'une contamination importante pour le zinc et le chrome, moyenne pour le
manganèse, le cuivre et Ie fer. Le lot Ll donne sensiblement les mêmes informations avec plus
de çuivre et de cadmium ainsi que moins de chrome et de fer. Les individus du lot Lr
présentent I ' indice polymétall ique le plus faible tout en signalant la présence d'une
contamination en cuivre, chrome, manganèse et fer. Le zinc n'étant pas présent à un niveau
supérieur à la référence (classe 1). Le diagnostic pour le plomb, le nickel et le cadmium est
concordant pour tous les lots, avec une absence de contamination.

Il y a une grande hétérogénéité du site avec corrélativement une variabil i te dans la réponse
des escargots.
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1112.2.2. Prélèvements de l 'année 1998. Etude des lots L+, Ls etLe

Les prélèvements de 1998, par temps sec, n'ont pin permis de récolter des individus
exactement sur les mêmes localisations qu'en 1997. Deux espèces sont concernées, Helix
pomatia (lots L+ et Lr , n:5) et Cepaea nemoralls (lot Le , n:5)) avec, pour les lots L+ et Le,
une situation plus éloignée de I'ensemble des bassins de lavage et pour le lot L5, ufle situation
de bas de pente, à proximité des activités, dites de laboratoire, des ingénieurs de la mine.
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Figure 64 : Concentrations métall iques en
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Figure 65 : Concentrations métall iques en mg/kg de MS (Cu, Fe, Mn et Zn) dans les viscères des escargots
des Lots L+, Ls (HelLr pomntio; n = 5) et la(Cepoeu nemorulis; n:5)

Les résultats analytiques de 1998 permettent, d'une part, de comparer, pour Helixpomatia,
les lots L+ et L5 entre eux et avec les lots Lr,Lz et L3 de I 'année 1997 en les regroupant, et de
comparer, d'autre part, pour une même localisation, les capacités bioaccumulatrices des deux
espèces Helix pomatia et Cepaea netnoralis (respectivement lots L+ et L6,), par référence à la
grille établie pour Helix aspersa aspersa (Pihan et al. 1995).

Métaux

WL4 L5 L6

mg/kg de MS (Cd, Cr, Ni et Pb) dans les viscères des escargots
; n = 5) et L6 (Cepnea nemoraliç; n = 5)
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+ Comparaison, chez Helix pomati4 entre les lots L+ et Ls récoltés en estivation

Tableau 3l : Diagnostic des appartenances des lots Léouvé L1,la, Lr, Lr, L5 (Helix pomatia) et Lr (Cepaea
nemoralis) à la grille de cqqlaoqir"tion établie par Piha4 el@_Wg_t

Z n  l l V I n l C r

Helix pomnfia (lots L1-Lz et L3, 1997)
Ecart type

Hellx pomntia (La, I 998)
Ecart type

Helix po mntia (L5, I 998)
Ecart type

Cepaeu nemoralis (L6, 1998)
Ecart type

Le lot Ls, proche des anciennes activités minières, présente une contamination
polymétallique supérieure à celle du lot La, plus éloigné de ces activités. Le lot Ls met en
évidence, en référence aux valeurs moyennes, une contamination par le cuivre, le chrome, le
manganèse et le zinc avec, en plus, le plomb et le cadmium, si on considère l'écart type. Le
lot L+ met en évidence une contamination par le chrome, si on considère les moyennes avec,
en plus, le cuivre, si on considère l'écart type.

* Comparaison entre les lots d'Helix pomatia Lr à Ll récoltés en activité et les lots
L+ et Ls récoltés en estivation

Si I'on regroupe les données des lots Lr et Lt récoltés en activité, leur indice
polymétallique est nettement plus élevé (ICPM: l9 avec une variation de l6 à22) que celui
du lot L5 GCPM : 12 avec une variation de I à 18).

L'information, confîrmée pour les deux états différents d'activité, est cependant la même
en ce qui concerne un diagnostic de contamination pour le cuivre, le manganèse, le zinc et le
chrome, contamination cependant plus importante en période d'activité (lots LvLz et L3), par
contre, la concentration en fer d'un niveau moyen à notable en période d'activité apparaît
revenir au niveau de réference en période d'estivation.

Tableau 32 : Classement des indices de contamination polymétalliques des différents lots par ordre
décroissant

ICPM 20n9 20 t4 re (16-22) 12 (8-r8) 10 (e- l  r )

Lots 2 (n:l 3 (n:2) I (n:5) 1,2 et 3 (n:8) 5  ( n :  5 ) 4  ( n : 5 )

Localisation

Bassin de
lavage avec
incrustation

cuprilère

Proximité
du bassin
de lavage

Bordure du
chemin

menant à Ia
laverie

Lots récoltës
en përiode
d'activitë

Proximitë de
la maison des

ingénieurs

Le plus éloigné
des anciennes

activiîés
minières
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* Comparaison des capacités bioindicatrices des deux espèces Helix pomatia (lot
La) et Cepaea nemoralrs (lot L6)

La comparaison des indices de contamination polymétalliques des lots 4 et 6, en période
d'estivation, respectivement de l0 et de 12, pour les moyennes, montre une capacité
differente des deux espèces dans le niveau de bioaccumulation à partir d'un environnement
qui peut-être considéré comme identique. L'espèce Helix pomatia présente une capacité
bioindicatrice signif,rcativement plus élevée pour le chrome, mais significativement moins
élevée pour le cuivre et le fer. Les deux espèces donnent la même information en ce qui
concerne le zinc,le manganèse, le plomb, le nickel et le cadmium.

III.2.3. Conclusion

Helix pomatia est un bon bioindicateur d'accumulation des métaux. Sur un site minier et
en fonction des anciennes activités minières connues il permet un diagnostic assez affrné de la
contamination polymétallique de son environnement.

Pour une même localisation, Cepaea nemoralis présente des capacités supérieures pour le
cuivre et le fer, mais inferieures pour le chrome.

La biosurveillance passive, ayant pour support les espèces autochtones, peut donc être
appliquée avec intérêt, tout en tenant compte des multiples facteurs biotiques et abiotiques qui
entrent en jeu : choix de I'espèce, état d'activité, régime alimentaire, connaissance des sources
de contamination métallique qui sont difficiles à appréhender quand il s'agit d'une activité
industrielle anêtée depuis longtemps.
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Chapitre IV : Biosurveillance active. Etude de la contamination
polymétallique de lots d'Helix ospersa asperso
transférés

IV.l. Biosurveillance en environnement autoroutier (A31). Site de
Bouxières-sous-Froid mont

fV.l.l. Le site

Le site choisi se situe sur I'A3l Nancy-Metz àBouxières-sous-Froidmont dans un secteur en
déblai. Le trafic est de 40.000 véhicules/jour.

8or.nîns
+- -tot9-

Frp{dnrclt

Nori
+

Qu;s1 {#Es1+
Sud

Phltonràæ
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Crto 5o

Figure 66 : Schéma représentant le site de Bouxières-sous-Froidmont avec le lieu d'implantation des cages
où les Helix ospersa aspersa ont été transférés.

'[V.1.2. 
Matériel et méthodes

La méthodologie retenue est celle du monitoring actif.
Un lot d'escargots dont l'origine est connue (élevage) et qui peuvent être considérés

métalliques après transfert durant un temps d'exposition donné sur le site étudié. Une
comparaison peut-être également établie avec un lot d'escargots de la nature provenant de la
même aire géographique mais sans aucune contamination métallique anthropique, dans le but
de prendre en compte le fond pédogéologique régional.

Des lots de dix jeunes escargots, provenant d'un élevage en conditions contrôlées, âgés de
deux mois et dont le poids moyen est de 4,6 g (+ 0,5) sont transplantés dans des cages
implantées à proximité d'une autoroute (A31, près de Pont-à-Mousson, Meurthe-et-Moselle,
nord est de la France) source de hauts niveaux de pollution dus à un important trafic (40.000
véhicules/jour).

Trois études ont été mises en æuvre. La première a duré un mois (24/05196 au 27106/96)
avec l'évaluation de la contamination le long d'un transect de l'autoroute (respectivement àl

C1jo I
,/ rc

co3c
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Planche III3 : Implantation de cages selon un transect autoroutier

5 Implantation de la cage (blanche) recevant les animaux de un mois transférés.
La végétation naturelle est conservée après enfoncement du cadre de 5 cm.
Dans le casier gris, transport des animaux obtenus en élevage (l mois) et devant être
transferés dans les cages d'un transect.

6 Cage avec son couvercle et informations pour dissuader le vandalisme.

7 Transectde Bouxières-sous-Froidmont.
Autoroute A3l avec en bas, direction de Metz et en haut, direction de Nancy. Flèches :

Cages implantées conjointement à des dispositifs de récolte des dépôts atmosphériques.

I Détail d'une cage (C) repérée par un tuteur avec flamme rouge prévenant le
service d'entretien des talus lors de la fauche ; sur le même site, disposit if de
récolte des dépôts atmosphériques (D).
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ou 5, 20 et 40 mètres) de chaque côté de la limite de la bande d'arrêt d'urgence. Au vu de ces
premiers résultats, l'objectif de la seconde étude a été le suivi de la cinétique de
contamination sur une période de I mois, du 21109196 au 22110196, afin de fixer la durée
optimale d'exposition c'est-à-dire, celle permettant d'obtenir une stabilité du niveau de
contamination dans le temps le plus court car de nombreux facteurs peuvent interv enir in situ
et perturber l'expérience (curiosité des usagers de I'autoroute, stationnement d'urgence sur la
partie herbacée (5 premiers mètres ce qui concerne la cage 3 qui a dû être placée à seulement
I mètre dur bord de la bande d'arrêt d'urgence du fait de la présence d'un fossé de drainage
important), entretien de la végétation par fauchage ou intervention de retalutage). La dernière
campagne d'expérimentation, avec 5 répétitions (du 4/06197 au 11106197 ; du 13106197 au
19106197 ; du 04/07197 au I ll07l97 ; du 24107197 au 3ll07l97 et du 08109197 au I 5l}9l97),
concerne l'étude de la contamination métallique d'escargots implantés à trois distances de
part et d'autre de I'autoroute : 5 et 20 mètres puis une autre cage, implantée à 320 mètres,
dans le but de discerner les apports propres au bruit de fond pédogéologique associé à des
apports éventuels d'origine anthropique autre que l'autoroute. Durant ces differentes études,
les escargots se nourrissent de la végétation autochtone et ils sont en contact avec tous les
polluants du sol, de lavégétation mais aussi de ceux provenant de I'eau météorique et de l'air
(aérosols, gM de combustion).

La réference est constituée par le niveau de contamination d'un lot d'escargots d'élevage
au jour de I'implantation sur le site (to).

IV.1.3. Résultats

Dans les conditions définies d'élevage, la nourriture utilisée est un aliment dont la
formulation a été établie par Gomot (1994). Cette nourriture, désignée Helixal@, et a été
formulée en 1996. Les résultats obtenus (figure 67) montrent que dans les pieds et dans les
viscères du lot de réference, il y a une difference importante concernant les teneurs en plomb,
avec une accumulation presque exclusive dans les viscères. Les concentrations trouvées dans
les viscères placent les escargots en classe I suivant la grille de contamination établie par
Pihan et Gomot (2000). Les résultats des analyses de I'aliment montrent que celui-ci contient
de faibles quantités de plomb et que les escargots d'élevage sont très faiblement contaminés
avec un facteur de bioaccumulation dans les viscères <1.
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IV.l.3.l. Analyses des teneurs en plomb dans les pieds et les viscères après une
période d'exposition de un mois

lnsr ,

-rÉ r

, b

.u%t clqi

Cages

:'r Pieds I Viscères

Figure 67 : Valeurs moyennes (n = 9 et écarts types) des concentrations en plomb dans les pieds et les
viscères d'H.a.a. un mois après leur transfert en fonction de la distance des cages par rapport
à I'autoroute A31 (référence : teneurs en plomb dans les escargots à to ; cages I et 6 : 40
mètres ; câges 2 et 5 : 20 mètres ; cage 3 : I mètre ; cage 4 : 5 mètres)

Selon la figure 67, plusieurs observations peuvent être faites. D'une part, il y a une
différence importante dans les concentrations en plomb entre les pieds et les viscères des
escargots. En effet, les concentrations en plomb dans les viscères sont 1l fois supérieures à
celles dans les pieds.

D'autre part, la comparaison des concentrations en plomb dans les escargots des cages I à
6 avec le lot de référence, montre une difference significative pour les pieds et les viscères
(tableaux 32 et 33). Les animaux les plus contaminés sont ceux dont les cages sont les plus
proches de I'autoroute : cage 4 pour les pieds et cage 3 pour les viscères.

En ce qui concerne la concentration en plomb dans les viscères des lots 1 à 6, uniquement
le lot 3 montre une difference significative avec le lot 4. Ceci s'explique par le fait que la cage
3 est la plus proche du bord de I'autoroute (l mètre) et est implanté sur une partie horizontale
et non en déclivité comme dans le cas de la cage 4. Dans la bande des 40 mètres qui a été
étudiée de p et d'autre de ['autoroute, le niveau de contamination détecté par les viscères
est sensiblement le même.

,d cpo* c.pol cpo# cpo'o+-
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mb (mg. dans les viscères (s : significatif, P<0,05 ; ns : non-s nrnca

TémoinsCaee I Caee 2Caee 3Caee 4Caee 5Caee 6

Témoins
Caqe I

S S

NS

S

NS

S

NS

S

NS

S

NS

Cage 2
Cage 3

NS NS NS NS

S N S NS

Cage 4
Cage 5
Caee 6

NS N S

N S

Tableau 33a : Résultats du non-pârametnque de Mann-Whitney
nificatif. P<0.05 ; n

concernant la concentrat ion en
ignificatif, P>0,05)plo

Tableau 33b : Résultats
plomb (mg,

du test non-paramétrique de Mann-Whitney concernant la concentrat ion
tif, P>0,05)mb (mg. dans les pieds (s : significatif, P<0,05 ; ns : non-significatif,

TémoinsCaee I Cage 2 Cage 3 Caee 4 Caee 5Cage 6
Témoins
Cage I

S S S

NS NS

S

NS

S

NS

S

NS

Cage 2
Cage 3
Cage 4
Cage 5
Cage 6

S NS N S NS

NS S S

NS N S

N S

En ce qui concerne la concentration en plomb dans les pieds, i l  semble qu'i l  y ait un
gradient décroissant en fonction de l'éloignement de la cage par rapport à la bordure de
I'autoroute. Des differences significatives existent entre les cages 2 et3, les cages 3 et 5 et les
cages 3 et 6. Ces différences significatives montrent une relation entre la concentration en
plomb dans les pieds et la distance par rapport à I'axe autoroutier, la cage 3 étant la cage la
plus proche de cet axe.

IV.l .3.2. Evaluation du contenu en plomb par animal

L'évaluation du contenu en plomb par escargot, c'est-à-dire la quantité de plomb qui est
bioaccumulée par animal, montre les différences entre les animaux du lot de référence et les
escargots implantés dans les cages situées de part et d'autre de I'autoroute. La contamination
n'est pas seulement l imitée aux cages 3 et 4 qui sont les plus proches de I 'axe autoroutier
mais concerne I 'ensemble du site étudié dans la bande des 40 mètres. La figure 68 et le
tableau 34 montrent clairement une contamination significative par le plomb chez les
escargots des cages I à 6 en comparaison avec le lot de référence. Les individus des cages 1 à
6 ne sont pas significativement différents les uns par rapport aux autres. Ceci démontre qu'il y
a, le long du transect, un impact sensiblement homogène de la contamination en plomb au
moins jusqu'à 40 mètres de la bordure de I 'autoroute. Le contenu minimum obtenu durant
I 'expérience est de 0,003 mg/escargot (cage 5) et le contenu maximum est de 0,025
mg/escargot (cage 4). Les animaux de la cage 3 montrent pour six individus sur neuf le
maximum obtenu.
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ITémoins lCage I  Cage 2lCage3 Cage 4lCage 5 t rCage6

Figure 68 : Contenu en plomb par escargot (mg/escargot ; n = 9) selon un ordre croissant pour I'ensemble

des cages et pour le lot témoin (431)

Tableau 34: Résultats du test non-paramétrique de Mann-Whitney concernant le contenu en plomb
ificati - A31

IV.1.3.3. Etude de la cinétique de la contamination par le plomb

Après les premières expériences faites, selon un transect de I'autoroute, avec une
exposition durant un mois, une étude de la cinétique de contamination (fÏgure 69), avec une
analyse des métaux après I,2,3 et4 semaines d'exposition, montre qu'un temps d'exposition
d'une semaine est suffisant pour atteindre le plateau du niveau de contamination des viscères.
Dans le cas des pieds, le mæ<imum est observé après une semaine mais il y a par la suite une
décroissance importante. Cette décroissance peut être imputée au fait que dans les pieds, il
existe moins de capacité bioaccumulatrice, à long terme, que dans les viscères.
L'organotropisme du plomb sera étudié dans le chapitre d'histologie et de microanalyse.
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Figure 69: Evolution des concentrations moyennes en plomb montrant la cinétique de la contamination
en plomb dans les pieds et les viscères d'H.a.a. in situ (A3l) sur une période de I mois (n = 9 ;
05t97\

IV.l.3.4. Analyses des teneurs en plomb dans les viscères après un temps
d'exposition d'une semaine

En fonction des résultats de l'étude de la cinétique de la contamination, une autre
expérimentation a été faite sur des lots d'escargots implantés pendant 5 périodes differentes
d'une semaine, durant la fin du printemps et de l'été 1997 (du 04/06197 au 1 5l0glg7; figure
70)

0410611997 r3/06n997 04t07tr997 24t07n997 08t09n997

Dates de mise en place des expérimentations (durée : I semaine)

80

? 6 0

boo
ù
E 2 0

0

I Témoin

Cage I (20 m; gauche)
r Cage 3 (5 m; droite)

Fond pédogéochimique 2 (droite)

Fond pédogéochimique I (gauche)
- Cage 2 (1 m; gauche)
I Cage 4 (20 m; droite)

Figure 70 : Concentrations en plomb dans les viscères en fonction de l'éloignement à I'autoroute et après
une semaine d'exposition (valeurs moyennes ; n = 5); I à IV : classes de contamination selon
la grille de contaminations établie (Çf chapitre I.8.1, tableaux 24a et Z4b)
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Cette éfude confirrne qu'un temps d'exposition d'une semaine est suffisant pour mettre en
évidence une contamination par le plomb en utilisant comme bioindicateur un lot d'escargots
élevés en conditions contrôlées. Plus les cages sont proches de l'autoroute, (cage 2 et à un
moindre degré cage 3) plus la contamination est importante. Dans tous les cas, la différence
est significative par rapport à la référence.

Pour l'expérience du 4 juin, ceffe difference est plus importante et peut s'expliquer par une
activité plus intense des escargots durant cette période , en effet, au début du mois de juin, le
climat est plus approprié au métabolisme des escargots alors en période de reproduction. Les
lots des cages 3 et 4 atteignent la classe III et le lot de la cage 2la classe IV. Durant les autres
périodes, alors que la température s'accroît et que I'hygrométrie diminue, I'activité des
escargots régresse et le niveau maximum de contamination ne dépasse pas la classe III. Les
individus, retirés le 3l juillet, présentent, globalement, une plus importante contamination
pour l'ensemble des cages (classes II à III) que ceux des lots du I I juillet (classes I à III).
Ceci s'explique par la date correspondant aux vacances d'été avec un trafic plus intense
ffusqu'à 60.000 véhicules par jour).

Par ailleurs, pour chaque transfert, les cages implantées sur le côté gauche de l'autoroute
sont toujours plus contaminées que celles implantées sur le côté droit. Ceci est dû aux vents
dominants qui vont d'est en ouest dans ce secteur influencé par un relief de côte calcaire. Il y
a une exception pour la première implantation (cages 3 et 4) car à cette période les vents
soufflaient d'ouest en est (période de pluies). Ces résultats soulignent I'importance du choix
du lieu d'implantation des cages sur le site. En effet, les vents dominants, la géomorphologie
et la période de I'année pendant laquelle les escargots sont transferés sur le site étudié doivent
être pris en compte dans le but d'obtenir une bonne évaluation de l'impact de la pollution
d'origine autoroutière dont le volume de trafic est le facteur principal.

Il est également important de prendre en considération le bruit de fond pédogéologique.
Sur le site étudié, il est diff,rcile d'obtenir sa bonne évaluation. La contamination s'explique,
du côté gauche, par la proximité d'une route secondaire que des camions utilisent,
transportant des granulats, et, du côté droit, par une importante activité agricole
(maïsiculture). Cette étude confirme I'importance d'utiliser des escargots d'élevage en
conditions contrôlées comme référence.

Le chapitre sur les isotopes du plomb montrera l'intérêt de la recherche de la composition
isotopique du plomb pour établir les origines possibles de la contamination par ce métal (Cf.
chapitre V)
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IV.1.3.5. Intérêt de I'utilisation d'une nouffiture de référence dans le but
d'obtenir de bons escargots témoins

3
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Nourriture Pied Viscères

Figure 7l : Concentrations moyennes en plomb (mg/kg de poids sec) dans les pieds et les viscères en
comparaison avec la concentration moyenne en plomb dans la nourriture Helixal@ formulee
en 1996.

La qualité de la nourriture Helixal@, apportée aux escargots durant deux mois d'élevage,
est une bonne nouffiture de réference permettant d'obtenir des escargots exempts de
contamination métallique et présentant une réactivité recherchée dans le cadre du
biomonitoring actif.

IV.1.4. Conclusion

En fonction des résultats obtenus, il est démontré que le plomb est principalement
accumulé dans les viscères, ce qui corrobore les résultats obtenus par Brooks et al. (1992).
Les cages les plus contaminées sont celles qui sont les plus proches de I'autoroute qui génère
une contamination par le plomb sur une distance d'au moins 40 mètres de part et d'autre de la
chaussée. De plus, la période d'implantation des cages est importante comme I'a démontré
l'étude. De fait, en fonction du cycle biologique des escargots et du climat, leur activité n'est
jamais la même. Il est nécessaire de prendre en compte ces paramètres car ils interferent avec
les teneurs en métaux bioaccumulés par les escargots et peuvent apporter une mauvaise
appréciation de I'impact réel de la contamination d'un site. De plus, il y a une importante
influence de la géomorphologie du site et de son exposition aux vents dominants. Ces derniers
influent directement sur les niveaux de contamination ; les dépôts métalliques pouvant
contaminer les cages, qui sont les plus distantes de I'autoroute, si celles-ci sont sous le vent
dominant.

Les différents auteurs avaient déjà démontré qu'il y a une relation entre le niveau de
contamination de I'environnement et les teneurs des escargots en ce métal (Pihan et al.,1993 ;
Gomot, 1994; Pihan er al., 1994 a et b ; Pihan et al., 1995) avec, dans quelques cas, des
différences dues à la présence d'espèces chimiques dont la biodisponibilité peut parfois varier
(Moser et Wieser, 1979).

Selon les résultats, plusieurs conclusions peuvent être émises. Il est important d'obtenir des
animaux de réference (Helix aspersa aspersa), sans contamination préalable ou une
contamination limitée et contrôlée (escargot d'élevage, Gomot A., Besançon, France). En
effet, I'utilisation des ces escargots est intéressante car leur passé, leur âge, la nourrifure qu'ils
ont ingéré sont connus ainsi ils peuvent être considérés comme réference pour l'étude de
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I'impact d'une contamination. De précédentes études ont été faites afin de connaître I'impact
du trafic sur l'environnement, mais toutes ces études ont toujours utilisé des individus
d'espèces autochtones (Helix aspersa aspersa, Helix pomatia, Arantia arbustorum, )
(Berger et Dallinger, 1993). Les espèces autres que Helix aspersa aspersa sont aussi de bons
indicateurs de la contamination mais, en biomonitoring passif, il est difficile de savoir si la
contamination des escargots provient exclusivement du trafic et non d'une autre source. En
effet, le passé de ces individus n'est pas connu. Les résultats obtenus, dans la présente étude,
apportent une nouvelle démarche pour évaluer I'impact de la contamination engendrée par
l' activité autoroutière.

Le protocole est particulièrement bien adapté à une étude de la contamination chronique
sur une période d'une semaine. Ce temps d'exposition permet de renouveler plusieurs études
durant un mois, mais également pendant les printemps, été et automne.

L'étude séparée des pieds et des viscères permet, concernant les pieds, d'obtenir, dans le
cas de la première expérience, un diagnostic plus discriminant entre les stations. La troisième
expérimentation a démontré que l'étude des viscères est suffisante pour révéler une
contamination le long d'une voie de circulation comme dans le cas d'une autoroute. Les
niveaux de contamination (première étude) dans les viscères sont de 7 à 30 fois supérieurs à
ceux des pieds et montrent, finalement, une contamination jusqu'au moins 40 mètres du bord
de l'autoroute. Le contenu en plomb, en mg/escargot, corrobore cette conclusion. Afin de
confirmer ces résultats, une extension de la zone d'impact, jusqu'à 320 mètres, a permis de
discuter des teneurs en plomb du fond pédogéologique. En effet, le fond pédogéologique doit
être pris en compte car une contamination en plomb, éventuellement d'origine naturelle, en
plomb ne dois pas être imputée à I'autoroute. L'étude des isotopes du plomb a été réalisée
afrn de proposer une solution (Cf. chapitre V).

[V.2. Biosurveillance en environnement industriel : utilisation de
I'escargot comme organisme bioindicateur de la contamination
polymétallique d'un centre d'enfouissement technique et de
I'efficacité de la remédiation effectuée

fV.2.1. Le site

La décharge, oùl les escargots ont été collectés ou implantés, est un Centre
d'Enfouissement Technique (CET) localisé à Jouy-aux-Arches près de Metz. Par suite de
comblement, son activité s'est arrêtée le 21 octobre 1991. Après 18 mois de procédures
administratives, la réhabilitation du site a commencé en mars 1993 et s'est achevée en
novembre 1994.

Au départ, ce site était une ancienne carrière d'une tuilerie et a été retenu, à la fin des
années 70, pour être aménagé en CET en raison de ses qualités géologiques. Ce site a été
exploité par la Société France DECHETS selon la technique des alvéoles étanches ; il a reçu,
pendant les trois premières années, les résidus admissibles en Classe 1. A partir de 1983,
seules les ordures ménagères des communes du Canton et les déchets solides de I'activité de
dépollution industrielle de CEDILOR (traitement physico-chimique (CaO) des effluents
industriels contenant des métaux lourds), y ont été entreposés. Chaque type de déchets est
enfoui dans des alvéoles séparées. Il y a sur le site 41700 tonnes de déchets domestiques,
17935 tonnes de déchets industriels solides et 170 tonnes de boues minérales.
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Planche III. : Différents aspects de la remédiation du CET

a : C E T a v a n t l a r e m é d i a t i o n ( H . p . ) ; à . c r é a t i o n d u b a s i n d e s e a u x d r a i n é e s ; c : m i s e e n p l a c e d e l a d i g u e d ' é t a n c h é i t é ; d .
mise en place de l'argile (l m d'épaisseur) : e : déroulage du géotextile de drainage et du grillage plastique sur lequel est
d é p o s é l e s o l  v é g é t a l ; f ; m i s e e n p l a c e d u s o l v é g é t a l ( 0 , 4 m ) ; g : m i s e e n p l a c e d e s d r a i n s ; h . f i n d e l a r e m é d i a t i o n ; i : w e
générale du CET I Vz après remédiation
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Planche III5 : Vue en coupe
différents lots

du CET et vue de dessus avec localisation des
d'escargots

È a
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couverture
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IV.2.2. La remédiation effectuée

La remédiation s'est effectuée en plusieurs étapes selon le principe du confinement avec
en aval, une digue d'étanchéité en argile, doublée d'une membrane en polyéthylène, une
couverture d'un mètre d'épaisseur en argile compactée avec une membrane draînante
recouverte de terre végétale (Planches IIIa et III5). Les eaux issues des déchets sont collectées,
analysées et, si besoin, traitées, ceci jusqu'à assèchement des alvéoles. Les eaux de pluie sont
détournées en amont par un fossé de ceinture et sont collectées, en surface du site, dans deux
bassins pour des contrôles réguliers. Le biogaz est également collecté et brûlé par des
torchères à capteurs solaires. Des piézomètres permettent de contrôler l'étanchéité du site ;
des inclinomètres et des bornes topographiques permettent de surveiller la stabilité mécanique
du site.

1V.2.3. Résultats

lV.2.3.1. Métaux dans les lixiviats

5 -

i ' l '

0,0.1

0
Fe Mn Ni

Ilétaur

: ! /

a 1

Ë r

2 ) ,

I l

Zn

Figure 72 z Concentrations en fer, manganèse, nickel et plomb dans les lixiviats (CET) - Données Cedilor

Les lixiviats des hydroxydes métalliques, provenant du traitement physico-chimique à la
chaux des effluents industriels, contiennent des métaux lourds. Le résultat des analyses sur les
lixiviats, pour I'année 1994, est représenté sur la figure 72.La mobilité des métaux lourds par
ordre d'importance des concentrations est la suivante : fer, manganèse, nickel, zinc et plomb.
Ceci signifie que ces métaux peuvent être biodisponibles pour les organismes. En ce qui
concerne les autres métaux : le chrome et le cuivre sont uniquement présents sous forme
d'éléments traces ; le cadmium n'est pas détectable. L'ensemble de ces huit métaux est
concerné par le traitement physico-chimique.
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0 ___

f-94 f-95

Figure 73 : Débits mensuels des lixiviats (-t) - CET- Données Cedilor

La mise en place de cages contenants des escargots sur le CET peut apporter des réponses
quant à la probabilité d'une éventuelle contamination métallique due à une fraction
biodisponible des métaux.

Depuis février 1994, il y a une décroissance des débits de lixiviats ( figure 73). Ceci
démontre les effets positifs de la remédiation en ce qui concerne I'imperméabilité du site ainsi
encapsulé.

IV .2.3.2. Métaux bioaccumulés par les escargots

(V.2.3.2.1. Origine des dffirents lots d'escargots

a. Les espèces autochtones (Helix pomatia, adultes) proviennent d'une part d'un site
non-contaminé de réference (lots I et 3) et d'autre part du CET avant la remédiation
(lot 2).
Le lot 3, comme le lot 1, proviennent de la même aire géographique. Le lot I a été
prélevé, au milieu de la colline, dans une forêt calcaire avec des argiles de
décalcification. Le lot 3 vient d'une forêt et d'une clairière en bas de la pente.
Le lot 4, Helix pomatia de la nature, a été transféré (biomonitoring actif), pendant un
mois, un an et demi après la remédiation depuis un site non contaminé (lot 3) sur le
site contaminé.

b. Les espèces non autochtones (Helix aspersa aspersa), proviennent d'un élevage en
conditions contrôlées. Le lot 5 sert de réference pour la nourriture. Le lot 7 a été
transplanté sur le site un an et demi après la remédiation. Les lots 8 et 9 ont été placés
sur le site à deux localisations différentes, et durant la même période, deux ans et
demi après la remédiation. Le lot 6 (Helix aspersa aspersa autochtones) sert de
réference pour le fond pédogéologique. L'ensemble de ces lots aété placé sur le site
pendant une période de un mois.

La planche IIIs présente une section transversale du CET ainsi que le lieu de mise en
place des stations pour le biomonitoring actif.
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|V.2.3.2.2. Contamination métallique des escargots avant la remëdiation
(population autochtone de Helix pomatia)

Les lots d'escargots 1, 2 et 3 concernent le biomonitoring passif. Les concentrations en
métaux dans les lots I et 3, considérés comme réference du fond pédogéologique, (Tableau

35) varient selon le lieu de prélèvement. Les différents états physiologiques doivent
également être pris en compte.

Le lot I présente des concentrations significativement plus élevées que celles du lot 3
pour le fer, le plomb, le cadmium et le manganèse ; supérieures pour le zinc et le cuivre ;
significativement inferieures pour le chrome et inferieures pour le nickel. La recherche des
causes a mis en évidence une importante fréquentation humaine du site où les escargots du lot
I ont été collectés (forêt avec exploitation du bois et promeneurs). De plus, ce lot provient
d'un endroit plus riche en roches calcaires présentant des cristallisations de manganèse. Le
lieu où les escargots du lot 2 ont été prélevés est moins fréquenté, àl'écart du circuit pédestre,
mais il montre cependant une contamination en chrome et en nickel. Une étude plus

approfondie a démontré la présence à proximité d'une décharge sauvage d'objets
encombrants. Ainsi, sur les deux sites de prélèvement I et 2,,, les escargots ont pu, pendant
leurs déplacements, être en contact avec une contamination d'origine mixte (naturelle et
anthropique).

Tableau 35: Comparaisons des teneurs en métaux dans le lot l/ lot 3, lotZllot I et lot Zllot3; rappel des

métaux présents ou non dans les lixiviats
An imaux:â :c ro issances ign i f i ca t i ve(P<0.05) ;Z :c ro issancenon-s ign i f i ca t i ve(P>0.05) ;
J : décroissance significative (P < 0.05) ; \l: décroissance non-significative (P > 0.05)
Lixiviats résence : traces : < 0.04 mg.l-r ; Abs. : absence: x : presence : a

Ni Fe Pb Cr Zn Cd Mn Cu
Lot lÂot 3 \ a u T v a 7 v
Lot Ztlot I v v v v v v \ \l

Lot 2tlot 3 v 7 a J u u d \l

Lixiviats X X X traces X Abs. X traces

La comparaison du lot 2 provenant du CET avec les lots de réference I et 3 permet de
montrer un niveau de contamination supérieur pour le lot du CET avec une significativité qui
dépend de la réference au lot I ou au lot 3 en excluant dans le lot I le manganèse et dans le lot
3, le chrome et le nickel : ces trois métaux étant présents à des concentrations trop élevées
pour être pris en compte en tant que référence.

L'accroissement de la contamination du CET est significativement plus élevé pour le
fer, le plomb, le zinc,le cadmium et le manganèse, plus élevée pour le nickel et le chrome. Il
n'y a pas de contamination par le cuivre.

En comparaison avec les informations apportées par les lixiviats sur le contenu
métallique du CET, il y a une biodisponibilité de six métaux : nickel, fer, plomb, zinc, chrome
et manganèse. Par contre, le cadmium, qui n'est pas détecté dans les analyses des lixiviats, est
mis en évidence par I'escargot. Le site ne présente pas de problème pour le cuivre.
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1V.2.3.2.3. Contamination métaltique des escargots oprès la remëdiation

a. Contamination métallique un an et demi après la remédiation (Helix pomatia)

Les animaux du lot 4, transplantés sur le CET (biomonitoring actif), montrent, en

comparaison avec le lot de référence (lot 3), une décroissance significative des teneurs en

nickè1, un accroissement significatif des teneurs en fer, plomb et chrome et un accroissement

non-significatif des teneurs en zinc,manganèse, cuivre et cadmium (Tableau 36).

iu .o*paraison des lots 4 et 2 (CET avant et après la remédiation, tableau 36) montre

une décroissance significative pour le cadmium, le nickel, le plomb et le zinc, une

décroissance non-significative pour le fer et le manganèse. Par contre, le chrome présente une

teneur très significativement supérieure à celle observée avant la remédiation. L'augmentation

de la concentration en cuivre n'est pas significative.
Ainsi, après la remédiation, il y a une nouvelle origine de métaux lourds. Ceux-ci sont

apportés par le sol utilisé pour recouvrir le CET avec des conséquences, sur la

biôaccumulation moindres que celles des hydroxydes métalliques du CET sauf pour le

chrome.

b. Contamination métallique un an et demi après la remédiation (Helix aspersa aspersa)

,/ Contamination des animaux d'élevage avant leur transfert (lot 5) et comparaison

avec des animaux de référence du fond pédogéologique (lot 6)

Le contrôle des constituants de la nourriture d'élevage (lot 5) permet de garantir un

niveau de contamination stable en métaux lourds même si pour certains métaux, le niveau de

contamination reste encore plus élevé que celui des animaux provenant de la même région

géographique (site non contaminé) que celle du site de transfert (lot 6, tableau 36).
pour le lot d'élevage (lot 5, figures 74a,74d et 74f), il n'y a pas de contamination

concernant le cadmium, le plomb et le manganèse avec une teneur significativement

inférieure à celle du fond pédogéologique (lot 6). Pour le nickel (figure 74b),les teneurs sont

les mêmes dans les deux lots. Pour le chrome, le cuivre et le zinc (figures 74e,749et 74h), les

teneurs du lot 5 sont significativement supérieures à celles du lot 6. Pour le fer, les

concentrations du lot 5 sont très faiblement supérieures à celles du lot 6.

L'utilisation d'escargots d'élevage perïnet donc, dans de bonnes conditions, de suivre

l'évolution de la contamination métallique après exposition à des teneurs en cadmium, plomb,

manganèse, nickel et fer (figures 74a,74d,74f,74b et74c);dans des conditions acceptables

I'exposition à des teneurs en cuivre (figure 7aù et dans des conditions limites I'exposition à

des teneurs en zinc (figure 7 4h) et spécialement en chrome (figure 7 4e). Quelques
modifications dans les constituants de la nourriture pourraient permettre d'améliorer

I'utilisation des animaux d'élevage.

./ Comparaison entre le lot transféré (lot 7) et les lots d'élevage (lot 5, tableau 36)

L'étude comparative, entre les lots 7 et 5, montre des concentrations dans le lot 7

significativement zupérieures au lot 5 pour le cadmium, le plomb et le manganèse (figures

74a,74d et 74f), dei concentrations identiques pour le fer (figure 74c) et des concentrations

significativement inférieures pour le chrome (figure 74e), bien que celles-ci soient à un niveau

important, ce qui montre la présence de chrome. Il y a une décroissance non significative de la
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teneur en zinc (figure 74h) et une croissance non significative des teneurs en nickel et en
cuivre (figures 74b etTaù.

Le diagnostic, un an et demi après la remédiation, est résumé dans le tableau 36. Le sens
des déviations est dépendant des teneurs de réference des lots 3 (référence des Helix pomatia
de la nature), 5 (réference des Helix aspersa aspersa d'élevage) et 6 (référence des Helix
aspersa aspersa de la nature).

Tableau 36 : Comparaison des diagnostics obtenus avec les deux espèces Helix pomotio (H.p.) et Helix
osperso osperso (H.a.a.) dans deux situations différentes : I'utilisation d'animaux de la
nature pour H.p. et des animaux d'élevage pour H.a.a.
2 : croissance significative (P < 0.05) ; Z : croissance non significative (P > 0.05)
=: s imi la i re
U : décroissa icative (P > 0.05)nce significative P < 0 . ; U: décroissance non sienifi

Ni Fe Pb Cr Zn Cd Mn Cu
$.p.!ot 4[ot ] t d d d v v v v

H,a.a. lot S/Iot 6 v SI , d SI J 7
H.a.a. lot 7/lot 5 v d J \ a d v
H.a.a. lot 7 flot 6 v v d d d d \ a

,/ Comparaison entre les lots 7 (transférés) et 6

L'étude comparative entre les lots 7 et 6 (tableau 36) montre une contamination
significative du CET en plomb, chrome, zinc, cadmium et cuivre (figures 74d,74e,74h,74a
eT 74g). Il y a une tendance à I'accroissement pour le nickel et le fer (figures 74b et 74c) et
une tendance à la décroissance pour le manganèse (figure 74f).

La synthèse des résultats des comparaisons entre les lots 7 et 5 d'une part et des lots 7 et
6 d'autre part, permet de conclure qu'il y a une contamination du CET par le plomb, le
chrome, le zinc, le cadmium, le manganèse et le cuivre (f igures 74d,74e,74h,74a,74f et
74g), et une absence d'une contamination significative par le nickel et le fer (figures 74b et
7 4c).

'/ Comparaison entre les lots de Helix aspersa aspersa transférés (lots 4 et 7) et le
lot autochtone de Helix pomatia avant remédiation (lot 2)

La comparaison des teneurs en métaux, chez Helix asperso aspersa (lot 7), avec celles
de Helix pomatia (lot 2), est réalisée en tenant compte de leur appartenance au même gen-re
Helix et de I'absence de différences significatives entre les lots 7 et4 transférés sur le même
site dans les mêmes conditions expérimentales.

Le tableau 37 donne un diagnostic de I'effet de la remédiation un an et demi après celle-
ci en comparant les lots 4 et 7 avec le lot 2. Un effet très favorable et une décroissance
significative sont à noter pour le nickel, le plomb, le zinc et le cadmium (figures 74b,74d,
74het74a).Il y a un effet favorable avec une décroissance non significative pour le fer QaQ.
En ce qui concerne le manganèse (figure 74f), il y a un effet variable selon l'espèce
considérée. Pour le cuivre et le chrome (figures 74g et 74e), I'effet est respectivement
défavorable et très significativement défavorable.
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Tableau 37 : Situation de la contamination métall ique 18 mois après la remédiation de CET
2 : croissance significative (P < 0.05) ; Z : croissance non significative (P > 0.05)
J : décroissance significative (P < 0.05) ; \: décroissance non significative (P > 0.05
* * : e f f e t t r è s f a v o r a b l e ; * : e f f e t f a v o r a b l e ; - : e f f e t d é f a v o r a b l e ; - - : e f f e t t r è s d é f a v o r a b l e

Ni Fe Pb Cr Zn Cd N{n Cu
H.p. lot 4flot? J++ S+ S++ d-- ! l++ Sl++ \+ v-

I f  .a.a.  lotTl lot2 t++ \ |++ \ |++ d--  J++ J++ v- v-

c. Contamination métallique deux ans et demi après la remédiation (Helix aspersa
aspersa,lots 8 et 9)

Les lots I et 9 montrent quelques différences qui sont liées à I'hétérogénéité du site qui
a reçu des déchets domestiques et des déchets industriels après traitement. Seul le plomb
(figure 74d) est signif,rcativement en concentration supérieure dans le lot 8 par rapport au lot
9

Le lot de référence est également le lot 5 en raison la stabil i té de l 'élevage. La
comparaison avec le lot 7 permet de déterminer l'évolution au cours du temps (tableau 38)
c'est-à-dire entre un an et demi et deux ans et demi après la remédiation.

Pour le nickel et le chrome (figures 74b et 74e), il y a une décroissance significative
entre les lots 8 et 9 et les lots 5 et 7, et i l  y a une décroissance non signif icative pour le fer
(figure 74c). Au contraire, pourle cuivre (figure 749), il y aune croissance significative. Pour
le cadmium (figure 74a), la situation deux ans et demi après la remédiation, présente une
décroissance significative entre les lots 8 et 9 et le lot 7. En ce qui concerne le plomb (figure
71d), i l  y a Lrn accroissement signif icatif entre les lots 8 et 9 et le lot 5 même s'i l  y a une
décroissance signif-rcative entre ces deux lots et le lot 7. Pour le zinc (f igure l1h), i l  y a un
accroissement non signif icatif pour le lot 8 en comparaison avec les lots 5 et 7 et un
accroissement significatif pour le lot 9. En ce qui concerne le manganèse (figure 74D,le lot 8
montre une croissance non significative en comparaison avec le lot 5 même s'il présente une
décroissance non signif icative en comparaison avec le lot 7. Le lot 9 montre une décroissance
non signif icative avec le lot 5 et une décroissance signif icative avec le lot 7.

Tableau 38 : Comparaison entre les deux sites du CET (lots 8 et 9) où les escargots ont été transférés et la

::ffiffi#il,:';"::T:iïlrJJlï,li 
résurtats à deux périodes dirrérentes après ra

2 : croissance significative (P < 0.05) ; Z : croissance non
U : décroissance significative (P < 0.05) ; \ l : décroissance

l i i  Fe Pb Cr Zn Cd
l ' lo t8 /p lo t7  J  \ l  t  \ |  v  t
I ' lotglplotT Sl  S U U U ! l
PlotS/plot5 \ l  \ |  7 J v \ l
P lo t9 /p lo t5  J  \ l  U  J  U  \

significative (P > 0.05)
non significative (P > 0.05)

Nln Cu
\a
J1
v7
\1 7

Tableau 39 : Situation deux ans et demi après la remédiation du CET
2 : croissance significative (P < 0.05) ; Z : croissance non significative (P > 0.05)
t : décroissance significative (P < 0.05) ; \: décroissance non significative (P > 0.05
* * : e f f e t t r è s f a v o r a b l e ; * : e f f e t f a v o r a b l e ; - : e f f e t d é f a v o r a b l e ; - - : e f f e t t r è s d é f a v o r a b l e

lVi Fe Pb Cr Zn Cd Mn Cu
Plot 8/plot 2 5|++ Sl++ u++ ,-- \l+ u++ s+ d--
PIot 9/plot 2 S|++ Sl++ Sl++ 7-- \+ Sl++ \+ 7--
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Ainsi, deux ans et demi après la remédiation, le bioindicateur montre que les problèmes
vis à vis du nickel, du fer, du plomb et du cadmium (figures 74b,74c,74d et 74a) sont
résolus. Pour le manganèse (figure 74f), l'évolution durant la seconde année est favorable
avec une décroissance significative pour le lot 9. D'un autre côté, l'argile eVou le sol végétal
utilisés ont apporté une contamination, nouvelle et immédiate par le chrome (figure 74e),
nouvelle et progressive par le cuivre et le zinc (figures 74g et 74h) avec une tendance à la
décroissance avec le temps pour le chrome et à l'accroissement pour le cuivre et le zinc.

N.2.4. Discussion

Le bilan global peut être réalisé en se réferant à la grille de contamination proposée par
Pihan et al. (1995-1996) pour le plomb et étendu aux autres métaux selon les limites de
classes qui prennent en compte les multiples observations sur un grand nombre de sites (C/
chapitre I). Les differentes classes permettent d'établir le tableau 40 :

Tableau 40 : Synthèse des résultats analytiques avant et après remédiation pour les huit métaux étudiés.
H.p. : Helïx pomatia ; H.a.4;He!ix

CET uvant
remédiatio

CET après
renÉdiation

Références

Lixiviats

Escargots

Une comparaison avec
Arianta arbustorum peut être
pollution (tableau 4 I ).

Contamination des lixiviats par les métaux
Classe I
Classe II
Classe III
Classe IV

F : métal apporté par la nourriture
H : contamination anthropique
Abs. : absence

de Berger et Dallinger (1993), concernant
ont été établies selon différentes origines de

la classification
faite. Ces classes

Lixiviats

H.p, au_t. _
H.p. + lr5 ans

H.a. + 1r5 ans

H.a. + 2,5 ans

H.a. + 2r5 ans

H.a. élevage
H.a. geoch.
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Tableau 41 : Classification des lots du CET selon la gri l le de Berger et Dall inger (1993). Les teneurs sont
exprimées en mg.kg-l de poids sec
Classe I : référence
Classe 2 : circulation et villes
Classe 3 : fonderies et mines

Avant la remédiation

Classe Variation Moyenne Helix pomatia

| 46-104 84

2 30-408 188

3 4s-228 84

| 86-212 136

2  144-1480  310

3 400-1868 873 '

l 1 - 9 s

2 8-24 13

3 29-139 70

1 4-19 9

2  1 4 - 1 6 0  4 r

3 28-36s l4l :

Après la remédiation

i  1,5 ans 2,5 ans

I H.p. H.a.a. H'a'a'

Cuivre

Zinc

Cadmium

Plomh

Selon Berger et Dall inger (1993), le site du CET est en classe 3 pour les quatre métaux
avant la remédiation, ceci est en accord avec les activités industrielles à l'origine des déchets
traités.

Un an et demi après la remédiation, les teneurs en zine, en cadmium, et en
en classe 2.Le cuivre est en classe 2 ou 3 en fonction de l 'espèce considérée.

Deux ans et demi après la remédiation, le cadmium et le plomb sont

plomb sont

en classe I
(référence), le cuivre esten classe 2 et le zinc en classe 3.

Il est possible d'ajouter une nouvelle classe à celles proposées par Berger et Dall inger
(1993). Cette classe serait la classe 4 et concernerait les activités l iées à I 'agriculture. En effet,
la contamination du sol uti l isé pour la remédiation est l iée à l 'exploitation d'une ancienne
pépinière, i l  contient probablement des métaux l iés aux techniques horticoles uti l isant des
engrais et des sels de métaux lourds (CuSO+).

IV.2.5.  Conclusion

Selon I'ensemble de ces résultats, les escargots peuvent être considérés comme de bons
organismes pour le biomonitoring actif et passif. En comparaison avec les teneurs en métaux
chez Helix aspersa aspersa eI Helix pomatia un an et demi après la remédiation, Helix
aspersa aspersa accumule plus qu'Helix pomatia en ce qui concerne le cadmium, le cuivre, le
manganèse, le nickel, le plomb et le zinc et, à un niveau équivalent, le chrome et le fer.

La référence au fond pédogéologique est difficile à établir en raison de la variabilité des
sols dans la même aire géographique mais également en raison de I'activité humaine.

L'utilisation d'Helix aspersa aspersa provenant d'un élevage en conditions contrôlées
représente une bonne solution. Néanmoins, dans le cas présent, il a été démontré une
contamination significative par le fer, le chrome et le zinc. Ces métaux sont apportés par la
nourriture donnée aux animaux. La recherche d'une amélioration par une modification des
ingrédients entrant dans la composition de la nourriture et par le contrôle de la fabrication de
la farine est en cours.
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L'application du biomonitoring utilisant les escargots dans l'évaluation des effets de la
remédiation a montré la bonne effrcacité de la technique employée, à savoir l'encapsulation
du CET. L'engazonnement est satisfaisant avec une intégration dans le paysage.
L'assèchement se poursuit. Le recouvrement emprisonne les métaux comme le cadmium, le
plomb et le nickel. En comparaison avec les métaux mis en évidence dans les lixiviats, les
escargots ont montré la présence des même métaux (Fe, Mn, Zrr, Pb, Ni),une meilleure mise
en évidence du chrome et du cuivre, mais aussi la présence de cadmium qui n'avait pas été
détecté dans les lixiviats.

Il est important de vérifier la qualité des matériaux utilisés durant la remédiation, car
une nouvelle contamination par le chrome, le cuivre et le zinc a été démontrée. Il faut
également prendre en compte le temps : par exemple, le chrome et le manganèse, présents un
an et demi après la remédiation, décroissent après deux ans et demi.

Ce chapitre fait I'objet de la publication :
Pihan F. and de Vaufleury A., 2000 : The snail as a target organism for the evaluation of

industrial waste damps contamination and the efhciency of its remediation. Ecotoxicology
and Environmental Safety 46, 137 -147 .

IV.3. Biosurveillance en environnement anthropisé.

La même méthodologie de monitoring actif avec transfert que celle appliquée sur le site de
Cedilor a été réalisée en partenariat avec Besançon sur un deuxième centre d'enfouissement
de Franche-Comté (Centre de Vaivre). Les microcosmes ont été installés sur deux alvéoles
comblées, l'une depuis 1984 (THC-a), I'autre depuis 1992 (THC-b), le reste du site étant
toujours en exploitation. La référence est un site forestier (site de Gy) sans activité humaine
proche. Enfin, dans l'objectif de croiser les informations avec la classification de Berger et
Dallinger (1993) selon les activités humaine, un site urbain a été choisi dans Besançon, à
proximité d'un carrefour important (place Leclerc).

Cette étude a donné lieu à une publication :

Gomot de Vaufleury A. and Pihan F., 2000 : Growing snails used as sentinel for the
evaluation of tenestrial environment contamination by trace elements. Chemosphere 20 (3),
27 5-284.

La partie expérimentale a été réalisée à Besançon et les analyses de métaux à Metz.
Cette publication constitue ce chapitre.
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Abstract

Yotrng garden snails (Helis asper.sa) reared in standard conditions (aged trvo months, menn weigftr 4.6 + 0.5 gt set as
sentittels in cages laid on the soil for four weeks, give data for biomonitoring the environmental impacr of chemicats on
soilecosystems in the field. The survival and the growth of the snails are influenced by'rhe Dature of rhe biorope and t5e
level of the pollutants. Assay of cadmium, copper, lead and zinc bioaccumulated in the tissues of the senrinel snaits
provides information on the bioavailability of metals in the environment. The encagement nrodel. tirrle used lor rer-
restrial species, can be uscful in monitoring (specific and global endpoints) metal pollution of the entironment irr
reference to the trophic level of the primary consumers. Active biomonitoring is posiiively compared rvirh rhe passive
biomonitoring. |D 1999 Elsevier Science Ltd. All righrs rcsr:rved.

l. Introduction

The impact of contamination of the terrestrial envi-
ronment by metallic trace elements is difficult to evaluate
because of the complexity of soil ecosyslenrs and high
soil variability. Chemiqal analysis methods provide
fractionated indications concerning either physical
components (soil. air. pore water...) or living organisms
(flora. fauna, micro-organisms) but they do not allorv
the ecological effects of rhe pollution to be measured.
Infonnation can be obtained on the consequencts of
contamination by studying the modifications of the
biocenosis but this particularly interesting approach is
labour.intensive and need mid and long tenns observa-
tions rr'irh neressilry floristic and faunisric refercnce in-
ventories, which is not the case in general. Therefore, ro
obtain dàra more,quickly, tests are done in the labora-
tory and in situ. These methods do not reproduce ail the

E"ponding aurhor.

complexit.v of rvhat it happens in nature. bur the.v do
give short term indications on rhe impacr of rhe con-
taminants on key species rvhich have an importarrt
function in the ecos)'stems due to their biologl' and
distribution but also to rhe easc s'ith rçhich thel' can be
bred for experiment.

For surveillance of tcrrestrial environmenls. the tests
mainly uæ vascular planrs, only three official laboratorl'
tests using invertebrates (Keddy er al.. 199.1). Trço rests:
ISO/DIS l12 68-l ( l99,l t  and ISO/DIS l l l  68-l  {19941
use the earthrvorm Eîsenia foetidu and test ISO/TC 190
SC4WG (1994) uscs the collembola Folsoniu ctutdidu.
ln addition to these standard tests. over the last l'erv
yerlrs there has bcen an increasing use of microcosm and
mesocosm techniques becausc these allos' data to be
obtained in situations that simulare field conditions. To
predict the environmental impact of chenricals on soil
ecosystems in the field. a laboratorl' microcosm nrust
offer characteristic:s comparable to those of a typical
field soil and provide easily interpretable data. How-
ever, the microcosms so far used for ecoto.ticological

0045.6535/00/5 - scc front matter @ 1999 Elscvier Sciencç Ltd. All righrs rescrvcd.
P I I :  S 0 0 4 5  - 6 5  3 5 ( 9 9  ) 0 0 2 4 6 .  5
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studies have causcd problcnrs of reproducibi l i ry. and rhe
information is alrvays di l f icult  to extrapol lrc to terres-
tr ial  ecosyslems (Edrvards et al. .  1996). trr addir ion.
singlc-specics aninrals tests mainly use r lccomposers
(such as nenratodes. earthworms and arthropods). So,
the reaction to rhe pol lurions of the l l rgcst possible
nurnber of biocerrosis key-species (NRC-CNRC. lg95)
should be studier'l to enable a more precise cvaluarion of
the intensity and diversity of the toxic effects of the
pollut ion.

Because o[ this situatiorr arrd the need lbr relevarrt
tests, $'e propose tlre use of hrnd snails us nretal pol-
lut ion bioindicartors for t l re assessmerrt of the bioavai l-
abi l i ty of nrerals irr  their environrnenl. ln earl icr reporrs
wÈ hirve shorvn that irr laboratory contlitions lhe
growth of rhe snirils is dose-dependenrly inlribired b1,
cadnriurn in the food (Comot. 199?1. This corrst i tures a
simple biological test to measut.e the subli.tlral toxiciry
of this dirrrgerous nretal.  Snails col lected in thc vicinity
of pol luted zoncs such as near nrines or aulornobile
traflic. or *'lrere l'crtilisers hnve been trsed slros, higlr
heavy ntetnl concentrations in their organs (Beeb;, alrd
Eaves. 1983; Hopkin. 1989: Berger ancl Dall inger.
r993).

Considering the methods comrnonly used to flssess
rvater quality by animals such as lamellibranch nrolluscs
(used in the Mussel Watch) or fish (Coldber_e. 19g6:
Rivière, 1998: Lafirurie, 1998) we placed youn_E garden
snails. reared in standard conditions. as 'ss.ntirrcls' 

in
enclosures on the grouud in various biotopes. botlr
contaminated and not. We used three endpoints to assay
pollution: mortality. grorvth rares and nretat bioaccu-
mulation. The datn col lectcd give an indicariorr of the
rcpercussions of the pollution on these prirnary con-
sumers (phyto- and saprophagous which nlso ingest
certain quantir ies of soi l ; .

2. Materials and methods

2.1. Aninrul: ;

For tlre preseur study. the young garden snlils lHefix
ilspcr.rfl Miiller) cilme fronr a laboratory rearetl stritin.
collected in n non-polluted ûrea near Cavaillon (France).
The way they werr,' rearcd has been describetl in earlier
report (Gomot. 19941. The optirnunt conditions for
growth are: tenrperature:20t2oC; photoperiod: lg h U
6h D: relative lrunridity: 80-gOX,. food: trreal for snails
(Helixnl R, Ets Lépine. Clairvaux-les-Lacs. 39130.
France).

Wild snails of the snme species were atso collected on
one of the sites (autoch TCH-b) lo compilr-e their trace
elements content to that of sentinet snails.

('ltcntt,.r,plru t, 4l) r ]1yy1 , -r7.i J,TJ

2.2. Airtt ol thr nwlnxl

Croups of 30 youn_e snui ls a_eed ts'o nlonths rvith an
.rvera,qe rvei-eht of 4.6+0.5 g $'ere trilnsferrcd to cfleles
sel up on the sites for t'hich rve w'arrted to detect rhe
presence of pollutiorr. and possibll, assiry ir. The bor-
tonrless cases rvere squarc (0.5 m sides and 0.2 nr high).
mldr '  ol ' r igi i l  plast ic (PVC) suirable for conracr s' i rh
food and had a plasric nlesh (5 mnr) cover wlrich tet
through l ight. air and rai lr  but did nor nl lorv rhc snai ls to
escape. Durilrg the experinrerrt (four s'ec'ks in June
1995). the snails rcceived food (soil and ve_celilrion) frorrr
the pluce s'here the cages were set up alrd n'erc in coutacl
rvith al l  the soi l  and vegetation pol lut ion but also t lrat of
the rain and air.

2. J. .Er7rc,r'l r rt,tt t u I Jbl lt^r-,t1,

The paranreters deterurined during the cxperinrent
rr.ere of l\\'o types: (i) tlre survival and grorvlh of the
aninrals nnd also rhe rario of soft tissue ro shell rvhich
can reveal biological disrurbances from readily available
pilranreters. (ii) The bioaccumulation of nretals irr snnil
or-sans in order to evaluate the bioavailability of thc.
trace elenrents in the environtnenl.

To be sure of the validity of the method. cilges \r,ere
set up in four differenr sites in Franche-Corrrté (Frnnce):
one site in nirturitl forest far from human activities (G1'.
70700: Fi-s. l: batclr: Trans Gy): one on grirss in nn ur-
bnn site near a cross-roads rvith heavy rraftic {Place
Leclerc, Besançon 25030: Fi_e. 2: barch Trans Lecll: rrro
on zones of the Technical Hiding Centre at Vaivre
(70410: Figs. 3 and 4: batches: Trans THC-a and Trnns
THC-b: THC-a : acri \e fronr 1975 ro l9S4: THC-b :
active fronr 1990 ro 1992).

2.4. Gron' t h unulJ'si.r

ln order to evaluate the inrpact on gro\\th. the snails
rvere rveiglrtd on transfer to thr'site and thcn after l'our
rveeks in rheir cage. Mean snail rvei_eht in rhc different
test groups arrd in lab-reared controls serc conrptred.
The snails rvere then remor.ed liom rheir shells arrd thc
shell. foot and viscera rvei-ehed nfrer being fully dried in
an oven at 600c.

2. 5. l,l e t ul rlro{r'.rr',r

The concentrations of cadnrium. copper. lead and
zinc in the foot and viscera rvere obrained after nriner-
alisation ol the tissues of fire snails from eirch group and
analysis b1' atonric absorption spectrophotometry ils
previously described (Gomot and Pihan. 1997). The
same me.lsurements $'ere also made on trvo- and three-



Partie III - page 199

A. Gomot dt J/uufuu'1'. f'. Pilnu I Chcnn.rphera 4A (2000) 275-2SJ

Fig. l. Cage rvith scntinel snails transplanred to s narural
control site (Gy forest). We placed a plastic fencc around the
cage lo pt€vcnt penetration of predarors (rodents. etc.).

Fig. 2. Cage plaad on grass in Besançon Botanical Gardens a
few fcct auay from the dcvice used to monitor thc atmospheric
lead conccntration by the side of a busy road.

Fig. 3. Cnge placed ât the industrial rvaste disposal dunrp
(Technical Hiding Centcr : THC) at Vaivre rvhich rvas in op
eralion fronr 1990 to 1992 with *rste of classes I and ll.

months-old lab.reared snails (Lab 2; Lab 3) to follorv
the metal concentrations in snails kept for the four test
weeks in controlled conditions (comparison Lab 2/Lab
3). A PPA 60 sensor from Environment, was used to
measure the ambient lead conccntration in the air in the
vicinity of the urban study site.

2.6. Stntist ical unlysîs

Comparisons between the average weights of the
organs and the metal concentrations in the different
groups were made with a non-parametric Mann-With-
ney U test.

Fig. 4. Close-up of the insidc of the cage (THC-b) shorving hos'
the cage was held dourn uirh four rvooden pegs, two pieces of
tcrrafltta roof tile rct as shelters. vegetation is the natural
sponteneous ground cover.
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3. Results and discussion

3.1. lr{ortality

During the four weeks of the expcriment, mortality
was nil in the laboratory and low at the Gy Foresr ref-
erence site of (10.7W. Mortality was high at rhe THC
sites: 17.87o on THC-b and 2l ,4o/o on THC-a: 47.G1%
was reached near the urban site. This shows that the
environmental conditions of the four sites were not
equivalent for the snail survival and that the urban site
was more lethal for the lab-reared animals, not adapted
to polluted environments like those of the same species
occuring in the yards and gardens in the town. Mortality
can be considered as a first pollution alarrn that can be
refined by studying the impact of the environment on
grorvth and metal bioaccumulation of the surviving in-
dividuals.

3.2. Gronlh

The average weights of the snails in the different
groups after four weeks are shown in Table l.

The data in Table I call for two main remarks. First,
the snails reared in optimum conditions in the labora-
tory werc heavier. This is due to the quality of their food
and to the constant humidity which kepr them in activity
whereas snails outdoors had to withstand periodical
drying out causing bouts of inactivity.

Concerning the animals placrd as sentinels in the
four plots in the same general area (at most d0 km apart)
with a similar lowland climate, allcontinued to grow but
those on the reference site, far from the urban activity
(Gy forest), became significantly hcavier than those
transferred to the roadside site (Trans Lecl) or to in.
dustrial sites (Trans THC-a and Trans THGb).

Shelt weight was affected more in the snails on the
THC sites than in those near the urban cross-roads. The
n'eight difrerences of the snails overall were due to dry
weight differences of the viscera and the foot and not to
their rvater content.

These observations indiczte that in situ encagement
can be applied to land animals and that snails are par-
ticularly suited to this kind of test; they can continue
their growth at the test site, consuming the vegetation
and the soil of their new biotope. The differencres can
have several origins; they can result from differcnces in
the soil composition, which is known to influence snail
growth (Gomot et al., 1989; Elmslie, l99B), and/or for
the type of vegetation on the site as wetl as the type and
intensity of the pollution. The main fact is that these
animnls can give a global responsÊ to the environmental
pollution, however complex the situation may be, and
without any human intervention, bccause the plants
continue to grow, the snail's excreta are recycled by the
local flora and fauna (earthworms, arthropods, snails),

i.e., the environment evolves naturally due to fact that
the biocenosis is conserved.

3.3. Metals bioaccumulation

The metal concentrations in the foot and in the vis-
cera of the different groups are reporred in Table 2 and
Fig. 5,

Pairwise comparisons of thæe values rvere made and
the significant differences bctween the groups are pre-
sented in Table 3.

Even though the same food (Helixalo) and the same
environmental conditions were maintained throughout
the study, the zinc and the cadmium concentrations in
the viscera and the lead concentration in the foot and in
the viscera decreased significantly during the third
month in the lab-reared snails illustrating the utility of
following a group in a controlled environment. This can
be compared to the slight decrease of metal concentra-
tions with time in growing mussels (M1.tilus ettulis)
(Amiard et al., 1986) or Mytilus gallopro'-incralr's (Regoli
and Orlando, 1994) used as bioindicators in a marine
environment.

When metal concentrations in snails transferred to
Gy forest are compared with those of snails of the same
age reared in the laboratory ffrans Gy/Lab 3) (table 2).
a small incrcase is seen in Cu in the viscera and a sig-
nificant increase in Zn and Pb in both the foot and in
viscera. However, contamination of the snails at this
forest site was low compared to scale of contamination
established from the viscera of snails from different areas
(Pihan et al., 1995). The arærage metal content of snail
viscera from the Gy site was in class I of this scale for Cd
and class II for Cu, Zn and Pb whereas the Lab 3 snails
were in class I for all the rnetals. Snails transferred to the
THC CfHGb) or kept in the vicinity of the urban cross-
roads, bioaccumulated high levels ol 7-n in the viscera:
class III (30H00 mg kg-r) for the urban and THC-a
sites and class IV (>600 mg kg-r) for THC-b. Bioaccu-
mulation of Pb was class IV (>50 mg kg-l) for THC-a.
THGb and urban site.

Compared to the control snails at Gy forest, con.
tamination of visçera in snails at the THC and the urban
square were several timEs higher for Pb and a little less
îot Zn Cfable 4); for Cu and Cd, the contamination
differenccs were low.

If the metal concentrations in the visæra of the snails
transferred to the wild are compared to those of the
snails rearcd in laboratory (Iable 5) the metal contanr.
ination appear even more clearly.

Tablæ 4 and 5 show that if no refercncr unpolluted
site is available, laboratory reference snails should be
used. Thc snails transferred to the Gy forest site far from
human activity did receive atmospheric pollution (from
the air, rain, dust" etc.) but also elernents from the
pedogeochemicat background. This diffuse pollution
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Table 2
Concentnrtion.sof copyxr.cadmiutn.ziucand |,"'ad in thcdilTerentsnailsgroups. [j: foot. \ ': r ' isr. 'crir: Lrrb 2: lrro-nronths-okJ lab-reared
snails: Lab 3: three-nronths-oltl snails lab-rcarcd srraits, Trans Gy: sentinel snails (fotrr rveeks at Gy' tbrest site): Trans Lecl: scrrtinel
snails (four wecks at cross-rouds site. Placc l-eclerc): Trans THC: scntinel snails (four u'ecks nt THC site): Autochthonous rvild srrails
from THC-b

Dry ueighr (mg kg-r l

Groups C u i n F  C u i n V Zn in  F Tn inY C d i n F C d i n V P b i n F Pb irr V

Lab 2
Lab 3
Trans Gy
Trans Lecl
Trans THC-ir
Trans THC-b
Autochthonous THC-b

t24 + t4 8.11 I  l
r69  r5 t  88 t  28
r 2 t t 2 9  r 3 8 t 2 7
r89t  3 t  2051 38
l ]9 !44  |4 !47
t 7 t  r 6 0  t 4 3 t 3 7
?721 r .16 20r t  I  tE

86 t 8 296!69
65t  r3  r20 t  39
90r9  253 t  7 r
1 0 3 r 3  4 1 5 t  i l 4
87 r  t3 4891 82
lot  t  12 6461 t57
E5 t 30 t098 t 256

0.02 t 0.01 0.41 È 0.09
0.01 t 0.01 0.2.i t 0.04
0.02 È 0.02 0.42 r 0.2t
0.0.1È 0.0r 0.49 t 0.08
0.02 t 0.01 0.23 r 0.06
0.02 + 0.01 0.49 t 0.08
0. t4 + 0.06 | .61 0.36

0.35 + 0.33 l2 t  I
0 .06+0 .03  5 t3
0 .99+0 ,46  t 2 t3
f .4s t 0.33 74!?1
r . t 8 1 0 . 3 4  6 5 J  1 4
f . f 7 + 0 . 4 4  7 7 ! l l
r . 0 9 f 0 . 7 0  8 t 5

ng /Ig dry rr!'ght
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Fig. 5. Copper. zinc. cadmium and lcad concentrations in the foot (F) nnd in the viscera (V) of snail groups.
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Tlblc .1
Statisl ictrl compa risons betwcen di fl 'crcnt Eroups

2 8 1

Compurison of groups Cu cd
Foot Visccrr F-oot Viscera Foot \tiscera Foot Viscsra

Lab 2/Lab .1 0. | | 72
Lab 3/Trans Gy 0.1745
Lab 3/Truns Lecl 0.6015
Lnb 3/Trans THC-a 0.250(r
Lab 3/Trnns THC-b 0.754
Trans Gy/Trans Lccl 0.0283'
Trrrns Gy/Trans THC-a 0.3472
Trans Gy/Trans THC-b 0. | | 72
Trans Lecl/Tnrns Tt{C-n 0.0758
Trans Lecl/Trans THC'b 0.2-506
Trans THC-b/Trurrs THC-a 0.4617
Trrns THC-b/ Autochtonous 0.1506
THC-b

0.4tr'.7 0.0t6t'
0.0283' 0.0t63'
0.009-' 0.009"
0.4(147 0.0471
0.0t61' 0.009"
0.0281' 0.059.1
0.-147t 0.751
0.754 0.0471'
0.0t63' 0.016.1'
0.0183' 0.754
0.-j472 0. il 72
0.6015 0.4647

0.009" 0.4 | 89
0.0t6.1' 0.4189
0.009" 0.0101'
0.009" 0.075s
0.009" 0. I t72
0.G472' 0.2282
0.009" 0.4081
0.009" 0.5 t86
0.2506 0.4038
0.ût7: '  0.1 t72
0.0758 0.3 r7-l
0.009" 0.009"

0.0159' 0.00s2" 0.009"
0.?9ll 0.0081" 0.016.1'
0.008s" 0.00s2" 0.009"
0.66-s4 0,0081" 0,009"
0.00E(r" 0.0081" 0.009"
0.7)4 0.0758 0,009"
0.2071 0.4617 0.009"
0.59? 0.2506 0.009"
0.00s.c" 0.2506 0.6015
0.9168 0. I  |  72 0.754
0.0086" 0.9l6s 0. |  |  7l
0.0088" 0.4647 0.009"

Cu
7n
Cd
Pb

' 
Signilicant dif[erences at 95'1,.

" Significant differcnces ât 992i,.

Table 4
Ratios of the Cu. Zn. Cd and Pb conc€ntrations in the viscera

of lfclet aspcrsa of the test sites to those of the refcrence forest
site at Gy

THC-u/Gy THC-b/Gy Lecl/Gy

Pb can be bioaccumulflted in the food chains to inducc
indirect effects through different components of the en'
vironment. Physical measurements of the ambient air

conc-entrations ntust be completed by epidemiological
studies (Krzyzanowski. 1997) but also by the usc of
biological exposure indicators such as snâils. s hich were
quick to point out the presenct of a risk in the present

study.
Metal bioaccumulation in the sentinel snails on the

two localities on the THC. shorvecl a nlore higher bio'

avai labi l i ty of Zn, Pb and Cd at si te-b than at si te-a
u'here the activity had stopped since 1984. Site-b rvas

onll' buried in 1992 and rvas neilr a pit rvhich was still

being filled with waste. On both sides. the topsoil used to
bury the waste was colonised by sell-sorvn vegetation
but still received dust fallout from rvaste lorries un'
loading in the âctive part of the THC. Concerning lhc
levels of contamination in the viscera a classification can

be established for each metal.
o Copfer: Trans Lecl>Trans THC-a. Trans THC-b.

Autochthonous. Trans Gy > Lab 3.
o Zinr: Autochthonous>Trans THC.b, Trans THC-

a > Trans Lecl > Trans Gy > Lab 3.

o Cuilnûmm Autochthonous>Trans THC-b. Trans
Lecl. Trans Gy > Lab 3, Trans THC-a.

. Ltud: Trans THC-b. Trans Lecl, Trans THC-

a )Tnrns Gy> Autochthonous. Lab 3.

Note that the adult aulochthonous rçild snails of the

same species but of unknorvn Bge (average rveight

7.86! l.?9 g), collected on the THC-b site. had rr ver)'

high Zn concentrdtion in their viscera, u'hile the Pb
concÈntration rvas an order of magnitude smaller (ten

times less) than that of the snails placed as sentinels on

the same site for four rveeks (Table 2). This is very in-

structive and stresses the utitity of the snail as bioindi-

0.8
t .9
0.5
s.4

1.5
t .6
l . l
6.3

I
2.s
l . l
6.4

Table 5
Ratios of thc Cu. Zn. Ccl and Pb concenlrations in the viscera
of test snails to those of snails reared in the li lbor$torv

Cy/Lub 3 THC-a/ THC-b/
Lab 3 Lnh 3

Lec/Lnb 3

Cu
Zn
cd
Pb

1 .6
2 . t
1 . 7
2.4

1 .6
4
0.9

t 3

1 ,6
s.4
t.9

t5.4

2.3
3.4
t . 9

14.8

rvas not insignificant because the snails tt the Gy site
had over twice the conc€ntration for Pb and Zn and
about l.Gfold for Cu and Cd. Hosever, it is the high
concentrations of Pb und Zn at the trvo sites charac-
terised by human activities that are most striking. The
urban roadside site. with its heavy traffic, showed high
lcvels of Pb contanrination (74 mg kg-r) in the snail
viscera even though the atmospheric Pb analyser gave
ûn averdge values of 0.09-0.1 pg m-r. respectively for
the months May and June 1995. So, in spite of the fact
that the ambient Pb concentration in the air nt Place
Leclerc rvas lower tban the tolerated maximunr (2 pg
m-3: maximum annuul average in the European Di-
rective), Pb pollution ell'ect is certainly underestinrated.
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cit lor. Thc inter;)rct i l t iol t  of these dif fcrcnces should
take into consideration the fact that bioaccunrulat ion is
not the samc for eâch nretal and the regulat ion or ad-
aptat ion abi l i t ies of the species. In snai ls, bioaccunru-
lation of Zn must depend on the exposure time,
meaning that u,ild snails subjected to Zn pollution
throughout their lives presenr much higher levels than
snaif s exposed to Zn for only four rveeks. For pb. this is
:r new example of tlre situation reportcd irr Ëngland. on
sites heavill ' pollured rvith Pb, rvhere the snails thar
rvere used to the lead accumulated less than those from
an unpolluted area (Riclrmond and Beeby, lgg2). So,
sentinel srr:rils. naïve to all prior exposure :rnd hence
adaptatiolr.  consti tute relevant and sensit ive indicators.
The exposure time of four rveeks brings out any
harnrful effects and shorvs hou. biolccunrulation iS
nroduluted according to rhe type of pol lut ion. l t  is
possible thtt  shorter exposures could be,enough for
bioaccurrrulat ion to be detectable and i t  is l ikely that i t
will be possible to detect the bionrarkers (such as nler-
al lot lr ioneins (Berger et al. ,  1995). deroxif icat ion en-
zynres. etc,) involved in the biological processes that
al low the snai ls to resist.  and sometimes to adapt to the
presence heavy metals. Moreover. the methodology
prescnted here to srudy heavy rnetal pollution is only a
first step tou'ards the detection of many ottrer types of
pollution (pesticides and fertiliser residues, HAp, etc.)
rvhich c*rtainly affect the action o[ heavy metats and
contr ibute to t l le mortal i ty noted on the indusrr ial and
urbirn sites.

4. Conclusion

The usefulncss of young garden snails as bioindica-
tors l"or the detection of nretal pollurion at the soil. air,
water. vegetation interface is demonstrated. The use of

Tablc 6

sti t t tdard snai ls (ktros'n stage of devcloprrrcnt. \ \ .ci_trht
and age) al lou'ed the pol lut ion ro be srudied rhrough ttre
modification of two sets of complenrentary pilranreters:
biological parameters (overal l  grorvth and rclnt ive
rveight of the organs) and chemical parameters (nretal
bio:rccumulation).

The metal concentrations in the different snail test
groups shos.ed that snails accumulate certain metals
(Zn. Pb and Cd) and that this bioaccumularion occurs
more in the viscera than in the foot, underl ining thr.
ut i l i ty o[ analysing foor and viscera separately. ln the
viscera, metal concentrations were trvo-fold higher for
Pb and Zn and 1.6-fold higher for Cu and Cd i l lustrnring
the greater suitability of the viscera to reveal the bio-
availability of nretals in the environment. Moreover.
risks for predators cnn be rnore accurately deternrined
whert it is known whether they e:rt the whole snail (rrran.
blackbirds. thrush, hedgehog, etc.) or only the viscera
(dormouse).

Statistical conrparison of the nretal concentrarions irr
the tissues of the diflerent snail groups (Table 3) denr-
onstrates numerous differences indicating rhe sensitivity
of the rnethod and the diversity o[ the contnmination
from site to site.

Berger and Dallin_eer (1993) established a threc-level
systenr to classify contamination intensitl' wing the
species Arinnta arbustorun; our results arc exprcssed
using their system in Table 6.

The use of honrogenous groups of lab-reared animals
avoids the variability of rvild populations. The nrerll
bioaccunrulation properties of these popularions werc
known (Coughtrey and Martin. 1976) but the relation-
ship betrveen the metal concentration in the bodl' and
the aninrals'rveight is not a meaningful criterion because
local variations occur in grorvth rate so wild snails of a
same weight mây presenl large age differenccs (Cou_eh-
trey and Martin, 19771.

Clussilicution of tlre different plots usin-e the contaminarion scale of Berger and Dallingcr l l99l,

Cfass f : Controls Class 2: Trqffit and dties Class 3: Snreltcrs aud minu
Leld

Coppcr

Lab 3
Autochthonous THC-b
Trans Gy

Lab 3

Trans Lecl
Trans THC-b
Trans THC-a

Trans Gy
Autochtonous THC-b
Trans THC-b
Trans THC-c
Trans Lecl

Trans Gy
Trans Lecl
Trans THC-a

Zinc

Cadmium

Lab 3

All groups

Trans THC-b

Autochthonous THC-b
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l8-1

Fi-e. 6. possible routes of direct irnd irrrjirc.ct exposurÈ ol' lirncl snnils to contilnlin:tnls: (it) cont:lnrination by breathing air: (b) con-

tan r in i t t i ona tso i | s t r r l . i t ccbyer r t i r rgp l i l n l s . so i | con t i r c t .b rc i r t l r i ng i t i r . ru inundsur faærv i | t e rcùn t : t c t : ( c )con tami r ta t i on
Su,allorving Soil prrrticles. soil cOntact nnd interstit i l l  it ir and port'\\ ' i l ter.

The s5,stenr of sentinel snails provide a homogenous

biological alarm which is easy to use and rvhich accounts

for the oversll consequenæs of tlreir exposure to a pol'

luted environment (soil, air, water, vegetfltion)' In fact.

they express contamination as a whole throrrgh ingestion

of polluted food such as live plitnts. plarrt debris. uricro-

organisnrs. soil. water but also throrrgh ctltaneotls cotr-

tact (foot and tegutnent covered bv nrucus) and fronr the
poltuted air they breathe (Fig. 6). Our prinrary ain: s'as

not to study the different roules of exposure btrt to es-

timate the overall irrtuke of truc-e elenrent so as to assess

their toxic efTects.
Used as scntinels, snnils âre representâtire printary

consumers in a terrestrialecosystem (Na"-tn et al.. 1994)

and should be studied to assess tlte transfer olpollutanls

fronr soil and producers to the next trophic levels'
The fact that snails are easy to rear. their size.

handlability. and wide geographical distribution in di-
verse terrestrial ecosystems make these invertebrates key

indicator sf,ecies to evaluate the potential environmentnl

impact of chemicals reachirrg the lund. Thc proposed

model satisfies ull the recomtnetrdeltiotls for the dn'cl'

opment of testing strate-sies and procedures for effect

assessments of chemicals in the terrestriul environrnent
(Samsrae-Petersen and Pedersen, 1995).
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IV.4. Biosurveillance en environnement industriel. Application de la
bioindication par les gastéropodes sur un site sidérurgique (pour

des raisons de confidentialité, la société n'est pas nommée ni
localisée) et la friche industrielle associée

IV.4.1. Introduction

Le choix d'un site industriel comme celui d'une aciérie s'est imposé en raison de

I'importance que ce type d'industrie a jouée durant tout le 19"" siècle et au début du 20"'

siècle dans la région Lorraine. L'économie reposait en grande partie sur cette industrie. Ce

type d'activité étant très polluant, la pollution persiste dans les sols après la fermeture de

nombreux sites. La remédiation est en cours et nécessite, entre autres, la mise en ceuvre de

procédés de diagnostic du niveau de contamination.
Le site sidérurgique choisi a été ouvert le 1" mars 1872. Il a, par le passé, été le lieu

d'implantation de hauts fourneaux et d'une cokerie. La société, après de nombreuses

évolutions, fabrique actuellement du fil pour treillis soudés et du fil crénelé qui entre dans la

fabrication de panneaux de treillis soudés, de pièces de différentes formes pour I'ancrage et le

scellement dans le béton dans les domaines de la construction, du transport, de I'adduction et

du stockage.
L'originalité de l'organisation de cette industrie tient dans la séparation marquée en deux

unités : I'aciérie et le train continu à fi1. Chacune de ces deux unités peut-être considérée

comme une entité à part entière ; elles sont néanmoins liées car c'est la production de billettes

de I'Aciérie qui devient matière première du train à fiI.
L'usine se compose de plusieurs outils : le parc à ferrailles, le four électrique, le traitement

en poche, la coulée continue de l'aciérie et le train continu à fiI.

[V.4.2. Caractérisation des rejets atmosphériques de I'aciérie

Tableau 42 : Teneurs en métaux dans les poussières de I 'aciérie (tbur élect

Métaux Analyses durant l'étude (e/kg) Movenne 1996 (s/ks)

Zinc 351 340,86
Fer 215 210,26
Plomb 52 50,11
Manganèse 19 15,78
Chrome 3,5 2,78
Cuivre 2,8 2,48
Cadmium 0,64 0,52
Nickel 0,24 0,24
Arsenic 0,02
Total 644,18 623,05

Les poussières, récoltées sur les électrofiltres, sont stockées dans des alvéoles sur le

crassier ou parc à cendres. Les métaux les plus abondants sont le zinc, le fer et le plomb. Le

manganèse, le chrome et le cuivre sont significativement présents alors que le cadmium et le

nickel sont à l'état de traces. D'autres poussières, provenant du parc à réfractaires, sont issues

de la destruction des réfractaires et sont constituées d'alumine, de magnésie et de dolomie.
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IV.4.3. Liste des stations et localisation

Sept stations ont été choisies (figure 75 et planches IIIs à IIIs) en fonction de la
connaissance de I'occupation ancienne ou récente du site industriel. :

- Str : Bordure ouest du four électrique sur ancienne plate-forme de hauts fourneaux
(planche III5, figure I )

- Stz : Bordure nord du four électrique sur ancienne zone d'épandage de boues près du
parc à réfractaires (planche III5, figures 2 et 3) et de la coulée continue

- St: : Bordure sud du four électrique, à proximité de I'unité de traitement des
poussières du four électrique (planche 1116, figure 2)

- St+u : Bordure ouest du train continu à fiI, à proximité de la voie de passage (planche
1116, figure l)

- St+u : Bordure ouest du train continu à fiI, mais en situation plus centrale sur la
friche de I'ancien laminoir

- Sts : Bordure nord du train continu à fiI, ancienne plate-forme de la cokerie (planche
III5, figure 4 ; planche 1116, figure 3)

- Sto : Parc à cendres

IIIg, figure l)

figure 2 ; planche III3, figure 2)

- Stz : jardins ouvriers à proximité et en dénivellation par rapport au parc à cendres
(planche III3, figure 3)
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Figure 75a : Plan de I'aciérie et localisation des 5 stations proches des activités de production. PR : parc à

réfractaires
Notu: les stotions Sta et St7 se situent sur et à prortmité du parc à cendres non Jiguré (Cf,

planches IIIT et IIIù.

[V.4.4. Réalisation des transferts de Helix aspersa flsperso et récoltes d'individus
autochtones

Une première campagne s'est déroulée du 25109197 au 13110197 avec transfert, soit

d'animaux (Hetix asperso aspersa) provenant d'un élevage en conditions contrôlées (lot T1),
soit d'animaux (Helix aspersa aspersa) provenant de la même zone géographique considérés
conrme référence (lots Tz et T3). Des cages ont été installées aux stations l, 2, 3, 4a, 5 et 6.0.
Lors de leur retrait, les jardins ouvriers situés en aval du parc à cendres ont été prospectés afin
de récolter des individus autochtones (Stz).

Le nombre d'individus témoins analysés ainsi que le nombre d'individus récoltés en fin

d'expérience est indiqué dans le tableau 43 :
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Tableau 43 : Désignation des lots du site aciérie avec, entre parenthèse, I 'origine des individus (E : élevage
; tr : transféré ; A : autochtone)o le nombre d'individus et l'espèce (Ha.a. : Helix ospersa

rsa: H.n. : Helix : C . n . : C nemoralis
Date de orélèr,ements Lots Nombre d' indiv idus Esrrèces

25109197 T,  (E) 5 adultes H.a.a.

2st09t97 Tz (A)
T,. (A)

I adulte
5 ieunes

H.a.a.

25106198 T+ (E) 5 adultes H.a.a.
l3 l t0 l97 Str (Tr, Tr, tr) 5 adultes H.a.a.
13n0t97 St' '  (T,, tr) 5 adultes H.a.a.
I 3/r0/97 St2 (71, tr) C age dis parue (prélèvement d' aut oc htoneil H. a. a.
t3 l l0 t97 Str (A) 5 adultes H.a.a.
t3 l r0/97 St' (A) 5 adultes C.n.
t3t07t98 Str6 (To, tr) 5 adultes H.a.a.
t3 l r0t97 Str (Tr, tr) 5 adultes H.a.a.
I3/10/97 Stt. ftr) C age dis parue brélèvement d' autochto neil H. a. a.
t3/t0197 Sta" (A) 1 adulte H.a.a.
t3107/98 Sto6 (To, tr) 5 adultes H.a.a.
l3n0t97 St. (A) 2 adultes C.n.
t3 l t0 l97 Sts' (Tr, tr) 5 adultes H.a.a.
t3n0t97 Stu o (T,, tr) 2 escargots H.a.a.
t3 l r0 l97 Sk'n (Tr, T,, ff) 2 escargots H.a.a.
t3107198 Sta r (T+, t,) ) escarsots H.a.a.
t3t07t98 Stu, (To, t,) 5 escargots H.a.a.
t3107t98 Sto r (Ta, t,) 5 escarsots H.a.a. (comoaré avec 6.0 et 6'.0)
r3/r0t97 sr7 (A) 2 escargots H.p.
t3/t0197 Stz (A) 5 escargots C.n.

Une deuxième campagne s'est déroulée du 25 juin au 13 juillet 1998 avec un prélèvement
de témoins (Ta) dans l'élevage et la mise en place de cages aux stations 2b (poussières de
réfractaires et ancienne zone d'épandage de boues de coulée continue), 4b (nouvel
emplacement à I'ouest du train continu à fil) et 6.1,6.2 et 6.3 au niveau du parc à cendres.

La station 6.0, qui était en surface de l'alvéole A, â été déplacée en 6.3, à proximité des
dépôts, mais en fait sur le remblai végétalisé, à proximité d'un bosquet de Renouée du Japon.

IV.4.5. Résultats

IV.4.5.1. Contamination par le zinc

IV.4.5.1.1. Helix aspersa aspersa: Classement des stations par référence
à la grille établie au chapitre I et nouvelle proposition

Le tableau 44 et la figure 75 A donnent le classement des differents lots dans I'ordre
croissant de contamination en retenant la concentration moyenne en zinc. Les individus
transférés appartenant au lot T+ à ts (classe I) présentent une augmentation significative de la
concentration moyenne en zinc pour toutes les stations sauf le lot Sta6 qui présente une
augmentation non significative
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Tabfeau 44 : Classement des différents lots de H.a.a. dans I'ordre croissant de contamination par le zinc;
a classes au chapitre I et b, nouvelle ton.

Lots a :Ckrsse Regrounenrent nar classe Concentration en zinc (me/lig de MS)

T4 I I Zn S 150
St+u I I I I 1 5 0  <  Z n < 3 0 0
Stt^ I I

Stn, I I I

I I I 300 < Zn <600Tr I I I
T l I I I
St ' III

St. IV

IV 600  <  Zn<1 .200St' IV
Str IV
St ' IV
Ste r IV

V b Nouvelle proposition (classe V) si [Zn] > 1.200
Sto z IV
St^ 'n IV
S k o IV
Sto r IV

Les différentes stations du site relèvent des classes II à IV de la grille établie au chapitre I
avec la mise en évidence d'une contamination plus élevée au niveau du parc à cendres (Sk). Il
est fondé de proposer une cinquième classe de contamination par le zinc lorsque la
concentration moyenne en zinc dépasse 1.200 mg/kg de MS.

C'est le lot transféré sur les boues de coulée continue qui présente la concentration
moyenne significativement la plus élevée en zinc (Sto.r). Les lots en présence des poussières
d'aciérie (Sto o, Sto'.0, Sto.z et Sto.:) présentent une concentration moyenne moindre mais
toujours supérieure à 1.200 mg/kg de MS et significativement supérieure à celle des autres
stations mis à part St1'.

Les lots Str', St: et Sts' relèvent de la classe IV, sans cependant de différences
significatives avec le lot d'origine T1 (classe III). Il y a une contamination assez générale du
site de I'usine par le zinc. Le niveau de contamination des individus, au début du transfert,
influence le niveau final de contamination après transfert. C'est ainsi que les individus du lot
d'élevage Tr présentant une concentration moyenne en zinc supérieure à celle du lot de
référence T: donnent lieu, après transfert, à une concentration en zinc dans le lot Str
supérieure à celle du lot Str dont les individus proviennent du lot T: ; les différences ne sont
cependant pas significatives. Le lot autochtone Stzu relève de la classe IV et renforce le
diagnostic de contamination.

Ce sont les lots St+u et St26 qui, pour le site, sont les moins contaminés avec, toutefois, un
changement de classe par rapport à leur lot d'origine Ta (classe II au lieu de classe I) avec une
difference significative pour Stzu et non significative pour St+u.

Le secteur de friche, correspondant à la station St+, se situant plus loin de la zone d'activité
de l'aciérie, apparaît ainsi comme moins contaminé. Ce jugement est renforcé par l'étude
d'individus d'Helix aspersa aspersa autochtones. En effet, le lot Stzu (classe IV) récolté prés
de I'usine est, par exemple, plus contaminé que I'individu de St+u (classe III).
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Planche 1116' : Site sidérurgique. Unités de production.

Figure I : Emplacement du microcosme en station I (St1)

Bordure ouest du four électrique sur I'ancienne plate-forme de hauts fourneaux. En
perspective, vue sur le pont roulant du parc à fenailles (livraison par voie ferrée et voie
d'eau). Les wagons passent sous un portique de détection de radioactivité.

Figure 2 : Emplacement du microcosme en station 2 (St2)

Bordure nord du four électrique sur une ancienne zone d'épandage de boues de coulée
continue . Zone végétalisée et plantée.

Figure 3 : Vue du parc à réfractaires à partir de la station 2

Environnement très empoussiéré.

Figure 4 : Emplacement du microcosme en station 5 (St5)

Bordure nord du train continu à fil et des parcs de stockage avant expédition, sur une
ancienne plate-forme de cokerie.
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Planche II I6u

2
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Planche 11166 : Site sidérurgique. Unité de production.

Figure I : Emplacement du microcosme en station a (Sh)

Bordure ouest du train continu à fil et sur la friche de l'ancien laminoir.

Figure 2 : Emplacement du microcosme en station 3 (Str)

Bordure sud du four électrique et à proximité de l'unité de traitement des poussières de
celui-ci.

Figure 3 : Vue rapprochée de I'emplacement de la station 5 (Sts) en zone
végétalisée
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Planche II I6b

Ei.t''.
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Planche IIIT : Site sidérurgique. Parc à cendres.

Figure I : Emplacement du microcosme en station 6.1 (Ste.r)

Cuvette ayant reçu l'épandage récent de boues de coulée continue. Remar qrrcz la
présence de fente de dessication et la couleur noire des boues. La végétalisation est en
cours.

Figure 2 : Emplacement du microcosme en station6.2 (Ste.z)

Au pied du talus de I'alvéole B récente, recouverte et végétalisée (voir aussi planche
IIIg, figure 2). Remarquez l'érosion du talus par le ruissellement.

Figure 3 : Emplacement du microcosme en station 6.3 (Sk.r)

Sur le merlon de l'alvéole ancienne A, non recouverte ni végétalisée. La cage est
implantée à proximité d'un bouquet de Renouée du Japon. Flèche blanche :
emplacement du microcosme Ste o lors d'une expérience antérieure. Notez la couleur
rouille foncée des dépôts. (voir également la planche III3)
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Planche IIIz
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Planche IIIg : Site sidérurgique. Parc à cendres.

Figure I : Vue panoramique de 3 alvéoles

o Alvéole A : ancienne non recouverte et non végétalisée

* Flèche blanche : emplacement du microcosme Sk o
* Flèche noire : emplacement du microcosme Sk: (C/ photo planche III7,

figure 3)

. Alvéole B . alvéole comblée, recouverte et végétalisée

* Flèche noire : emplacement du microcosme Sk z (C/ planche III7, figure
2)

. Alvéole C : alvéole en cours d'exploitation et étanchéifiée.

Figure 2 : Vue à partir de la station 6.1 (Sto.r)

Flèche noire : emplacement du microcosme en St6 z.La végétation ne se développe pas
rapidement en surface de I'alvéole B.

Figure 3 : vue panoramique des jardins ouvriers situés en dessous du parc à
cendres entre ceux-ci et une rivière.

Flèche noire : emplacement de la récolte des individus autochtones de Cepaea
nemoralis et Helix pomatia.
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Planche IIIg
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1V.4. 5. 1.2. Autres espèces (autochtones)

a. Cepaea nemoralis

Les individus de cette espèce, récoltés en station Stz flot St2'), présentent une concentration
moyenne en zinc non significativement différente de celle des individus autochtones d' Helix
aspersa aspersa du lot Stzu et relèvent de la classe IV.

Le lot St5 appartient à la classe III sans difference significative avec le lot d'Helix aspersa
aspersa Sts' classé en classe IV du fait d'une concentration moyenne supérieure.

Le lot Stz' des jardins ouvriers présente une concentration moyenne sans différence
significative avec le lot Stz'et appartient comme celui-ci à la classe IV alors qu'il est éloigné
du site industriel de production mais proche du parc à cendres.

b. Helix pomatia

Les deux individus récoltés dans les jardins ouvriers (lot St7) présentent une concentration
moyenne en zinc inférieure à celle des individus de I'espèce Cepaes nemoralis (lot Stz') et
relèvent de la classe II. Par contre, par rapport à une référence régionale de la même espèce
(lot d'Helix pomatia Augny) qui se situe en classe I, il y a une tendance à la contamination.
Le petit nombre d'individus du lot Stz ne permet cependant pas de se prononcer sur la

significativité de s différences.

1V.4.5.1.3. Conclusion sur le niveau de contamination par le zinc

La prise en compte de toutes les données obtenues à partir des individus d'Helix aspersa
ospersa transférés et des individus autochtones des trois espèces permet d'établir un
classement progressif de contamination croissante par le zinc selon l'ordre :

T+< St+(4a) < Tr et T3 < Sts(5'), St2(2a), St7(7') et St: < Str(l '): Stog, Stoz et Ste o < Sto r

l r l  I I I  I  Iv I  v I

L'espèce Cepaea nemoralls peut être utilisée en appliquant la grille établie pour Helix

aspersa aspersa. Le nombre d'Helix pomatia récolté est insuffisant pour conclure, en ce qui

concerne ce site, sur I'application de la même grille mais les données obtenues peuvent être
comparées à celles d'un lot de référence en milieu naturel avec indication d'une tendance.

lV .4.5 .2. Contamination par le fer

LV.4.5.2.1. Helix asperso aspersa. Classement par référence à la grille
établie au chapitre I et nouvelle proposition

Le tableau 45 et la figure 75 B donne le classement des différents lots dans I'ordre

croissant de contamination en retenant la concentration moyenne en fer. Les individus
transférés issus des lots T+ à ts (classe I) présentent une évolution differente selon les stations
avec une plus grande diversification de la réponse vis à vis du fer par rapport au zinc.
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Tableau 45 : Classement des différents lots de H.a.a. dans I 'ordre croissant de contamination par le fer I a
classes au cha ; b nouvelle it ion.

Lots a :Classe Regrounement na r classe Concentration en fer (me1kg de MS)
Stu, I

I Fe < 100T4 I

Ste z I
Strr. I I

1 0 0 < F e < 2 0 0

Strx II
T ' I I
Tr I I
St' I I

St," I I
Str, I I
Str III

I I I 2 0 0 < F e < 6 0 0
St ' ' III
Sts I I I
sk r III
S k o IV V b Classe IV si 600 < Fe < 1.200 et nouvelle proposition

Classe V si [Fel > 1.200Stu'.0 IV

Les différentes stations du site relèvent des classes I à IV de la grille établie au chapitre I
avec la mise en évidence d'une tendance à une contamination plus élevée au niveau de la
surface du parc à cendres A (Sko et Sto'o). De même que pour le zinc, il est fondé de proposer
une cinquième classe de contamination lorsque la concentration moyenne en fer dépasse
1.200 mg/kg de MS.

Les autres lots du parc à cendres montrent un niveau de contamination très variable en
fonction des stations : le lot Sto r, transféré sur les boues de coulée continue, relève de la
classe III avec une augmentation significative par rapport au lot d'origine Ta, pâr contre, les
lots Sk.z et St6 3 ne présentent aucune contamination par le fer par rapport au même lot
d'origine. Ces lots sont situés au pied ou sur les remblais d'alvéoles récentes ou ancieTrnes. La
pollution atmosphérique, avec dépôts de poussières chargées en fer, est présente, mais il n'y a
pas biodisponibilité vis-à-vis de I'escargot pour le temps d'exposition choisi (l mois).

Sur le site de I'aciérie, certains lots des stations St1, St3 et St5 (lots St1', St3 et Sts') relèvent
nettement de la classe III avec une augmentation significative pour Stp et St: par rapport aux
individus d'élevage T1 qui relèvent de la classe II et dont ils sont issus. Tous ces lots classés
en III ne présentent aucune difference significative entre eux.

L'origine des animaux transférés influe sur le classement. La concentration moyenne du lot
St1 augmente par rapport à celle des individus de provenance (T3) mais reste en classe II sans
différence significative. Ceci met en évidence l'importance de I'obtention d'individus de
référence en élevage contrôlé ayant un indice de contamination le plus faible possible.

Les lots de la station St2 présentent également une contamination par le fer avec, pour le lot
Stzu, une appartenance à la classe II mais sans différence significative avec les individus
d'élevage (T+) qui relèvent de la classe I. Cette appartenance de la station Stz à la classe II est
cependant renforcée par le fait que les individus autochtones (Stzu) présentent une
concentration moyenne à la limite de la classe III et significativement supérieure à celle des
individus T+. Le facteur temps d'exposition intervient dans le niveau de bioaccumulation.

Les lots de la station Sta (lots St+u et St+u) relèvent également de la classe II avec, pour
I'individu autochtone (Sta.), une concentration moyenne relevant du milieu de gamme de
concentration de la classe II. Malgré I'augmentation de la concentration moyenne en fer, il
n'y a pas de difference significative entre le lot Stqu et le lot T+ dont il est issu. La friche de la
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station St4 se révèle ainsi, comme pour le zinc, la station du site de l'aciérie la moins
contaminée par le fer.

lV.4. 5.2.2. Autres espèces (autochtones)

a. Cepaea nemoralis

Les individus de cette espèce, récoltés en station Stz (lot St2'), présentent une concentration
moyenne en fer relevant de la classe III ce qui renforce I'interprétation basée sur l'étude du lot
d'Helix aspersa aspersa (StzJ autochtones et selon laquelle la station Stz relève d'une
classification limite entre la classe II et la classe III sans difference significative entre les deux
lots de deux espèces differentes.

Le lot Sts relève de la classe II et sa concentration en fer est comprise dans l'écart type
important de la moyenne du lot Sts'classé en III. Le nombre d'individus ne permet pas de
conclure sur la significativité de la difference.

Le lot Stz', des jardins ouvriers, présente une contamination moyenne relevant de la classe
II sans difference significative avec le lot Stz'.

b. Helix pomatia

Les deux individus d'Helix pomatia, récoltés dans les jardins ouvriers, présentent une
concentration moyenne en fer relevant de la classe II et supérieure à celle du lot de référence
(Augny) qui relève de la classe I mais la différence n'est pas significative.

1V.4.5.2.3. Conclusion sur le niveau de contamination par le fer

La prise en compte de toutes les données obtenues, à partir des individus d'He lix aspersa
aspersa transférés et des individus autochtones des trois espèces, permet d'établir un
classement progressif de contamination croissante pour le fer selon I'ordre :

T+ ,S te re tS toz<T r .T r ,S t+e tS t z (7 ' )<S t2 (2a )<S t r<S t r ( l ' ) <S t5 (5 ' )<S te r<Sk , r

I  r  I  I I  I  t t t  lv l

La comparaison, en une même station, du niveau de contamination par le fer des individus
autochtones et des individus transférés pendant I mois met en évidence qu'une tendance peut
être détectée mais que la significativité ne peut être démontrée que chez les autochtones ayant
un temps de présence sur le site très supérieur à celui des transférés. Par ailleurs, le biotope
prospecté par les individus autochtones est nettement supérieur en surface à celui du
microcosme.

IV.4. 5.3.Contamination par le plomb

1V.5.3.1. Helix aspersa aspersa. Classement par référence à la grille
établie au chapitre I et nouvelle proposition

Le tableau 46 et la figure 75 C donnent le classement des différents lots dans I'ordre
croissant de contamination en retenant la concentration moyenne en plomb.
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Tableau 46 : Classementdes différents lots de H.a.a. dans I 'ordre croissant de contamination par le
lomb lassesmb: a classes proposées au cha ; b nouvelle proposition.

Lots a :Classe Regroupement nar classe Concentration en rrlomh (meikg de MS)
Tr I

P b < 5
T,I

Tq I
St+r I

I I I I 5 < P b < 1 0
Strr, I I I

I I I l 0 < P b < 5 0
St," I I I
Sto^ I I I
Sts' I I I
Str IV

IV 5 0 < P b < 2 5 0

St. IV
Ste t IV
st ' ' ry
Sto z IV
S k r IV
S k o IV

V b Nouvelle proposition
Classe V si Pb > 250S k ' o IV

Les differentes stations du site relèvent des classes I à IV avec la mise en évidence d'une
contamination nettement plus élevée au niveau de la surface du parc à cendres A (Sto.g et
Sto'.0). En fonction de cette contamination, une cinquième classe de contamination (classe V)
est proposée lorsque la concentration moyenne en plomb dépasse 250 mglkg de MS.

Les autres lots du parc à cendres montrent un niveau de contamination élevé de classe IV,
significativement supérieure à celle du lot de provenance T q, avec une augmentation
significative de la concentration moyenne en plomb entre le lot Ste r et les lots St6 2 et St6 3 qui
ne présentent pas de différence significative entre eux.

Sur le site de I'aciérie, les lots des stations Str et St3, sans différence significative entre
eux, relèvent de la classe IV avec une augmentation significative par rapport aux individus du
site de provenance (Tl) ou d'élevage (Tr) qui relèvent de la classe I sans difference
significative entre eux.

Au niveau de la station Str' les lots Str et Str', qui ne présentent pas de différence
significative entre eux et relèvent de la classe IV, se différencient par rapport aux lots des
stations St6 relevant de la même classe IV. Le lot Str n'est pas significativement différent du
lot Sk r mais significativement moins contaminé que les lots Sk.z et Stor. Le lot St1,n'est pas
significativement différent des trois lots Sto (Sto r à Sto:).

Les lots des stations St5 (Sts'), St+ (St+u) et St2 (Stzu et Stzu) relèvent de la classe III avec une
augmentation significative par rapport aux lots de provenance T1 pour Sts' et Ta pour St2s qui
relèvent de la classe I.

Les individus autochtones présentent une concentration moyenne en plomb supérieure à
celle des individus transférés : Stzu > Stz u mais la différence n'est pas significative. La friche
qui correspond à la station St4 est hétérogène en ce qui concerne le plomb puisque les
animaux transférés (St+u) présentent une augmentation de la concentration moyenne en plomb
tout en restant en classe I sans difference significative avec leur témoin (T+) alors que
l'individu autochtone (St+u) relève de la classe III. Il faut également prendre en considération
le fait que I'individu autochtone prospecte une surface bien supérieure à celle du microcosme
et pendant une durée très supérieure.
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IV. 4. 5. 3. 2. Autres espèces (autochtone,s)

a. Cepaea nemoralis

Les individus autochtones de cette espèce, récoltés en station Stz (lot St2') et en station Sts
(lot Sts) présentent une concentration moyenne en plomb relevant de la classe II à la limite de
la classe III, inférieure à celle des Helix asperso aspersa des lots Stzu et St5'Qui relèvent de la

classe III mais sans difference significative.
Le lot St7', des jardins ouvriers, présente une concentration moyenne en plomb relevant de

la classe III avec un niveau de contamination équivalent à celui du lot d'Helix asperso
aspersa autochtone Stz" (différence non significative) mais significativement supérieure à

celui du lot Str,.

Helix pomatia

Les deux individus récoltés dans les jardins ouvriers (lot St7) présentent une concentration
moyenne relevant de la classe III soit une classe équivalente à celle indiquée par I'espèce
Cepaea nemoralis et environ 3 fois supérieure à celle de la réference < Augny >.

1V.4.5.3.3. Conclusion sur le niveau de conlamination par le plomb

La prise en compte de toutes les données obtenues à partir des individus d'Helix aspersa
osperso transférés et des individus autochtones des trois espèces permet d'établir un

classement progressif de contamination croissante pour le plomb selon l'ordre suivant :

Tr, Tret T+ < St+ (4b)< Stz < Stz < Sts (5') 5 St: < Sto r < Str (1') < Stoz < Sto r5 Stoo -
I  I  r I  I  Iv lv l

IV.4.5.4. Contamination par le manganèse

lV.4.5.4.1. Helix aspersa aspersa. Classement par réftrence à la grille
établie au chapitre I

Le tableau 47 et la figure 7 5 D donnent le classement des lots dans I'ordre de
contamination croissante en retenant la concentration moyenne en manganèse.

b.
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Tableau 47: Classement des différents lots de H.a.a. dans I 'ordre croissant de contamination pour le
hapitre Imansanèse : a classes a u c

Lots a :Classe Regrou nement oar classe Concentration en manganèse (mg/ke de IvlS)

T4 I

Mn < 100

Str" I
Stq" I
S k : I
T ' I
T. I
Star, I I

I I 1 0 0 < M n < 2 0 0Ste.z II
St' I I
i t .. I I

St., I I I
I I I 2 0 0 < M n S 4 0 0Str I I I

S k r III
Stz, IV

IV Mn > 400Sto o IV
Stu 'o IV

Les differentes stations du site relèvent des classes I à IV de la grille établie au chapitre I
avec la mise en évidence de la contamination la plus élevée au niveau des stations Sk o et
Sto'.0 du parc à cendres, en surface de I'alvéole A non végétalisée.

Les individus autochtones de la station Stz flot Stzu) présentent également une
concentration moyenne très élevée de classe IV. La comparaison avec le lot Stzu transféré en
microcosme sur la même station met en évidence une très nette difference significative
puisque la concentration moyenne en manganèse de ce dernier lot relève de la classe I sans
difference significative avec le lot d'élevage Ta dont il provient. Les individus autochtones
prospectent une surface plus importante et pendant plus de temps que ceux du microcosme.
De plus, dans ce secteur, influencé plus ou moins par la proximité avec le parc à réfractaires,
I'hétérogénéité est importante du fait d'un transport aléatoire des poussières.

Un niveau de classe IV, dans le secteur de la station St2, correspondant à l'épandage ancien
des boues de coulée continue peut être retenu car le lot du parc à cendres, transféré sur la
station Sto.r, ayant reçu également des boues de coulée continue, se classe au milieu de la
gamme de concentration de la classe III avec une augmentation significative par rapport au lot
de provenance T+.

La station Str se classe selon le lot soit en classe II (lot St1) soit en classe III (lot Str') sans
que la difference entre les concentrations moyennes soit significative. Dans ce cas, nous
proposons de retenir la classe la plus défavorable pour la station Str à savoir la classe III
d'autant que la di rence entre les lots Str. et le lot de provenance Tr est significative alors
que la difference entre le lot Str et le lot de provenance T: ne I'est pas.

La station Stl (lot St:) se classe également en classe III avec une différence significative
avec le lot de provenance Tr et la station Sts (lot Sts.) à la limite supérieure de la classe II sans
différence significative avec le même lot de provenance Tr.

La station Sto z (lot Sto z) est contaminée par les poussières dispersées par les véhicules
venant déverser les poussières d'aciérie dans I'alvéole C. Elle se classe en classe II ainsi que
la station Sta flot St+u) correspondant à la friche des anciens laminoirs dont I'hétérogénéité est
démontrée par I'individu autochtone (lot St+u) dont la concentration moyenne en manganèse
relève de la classe I. Nous retiendrons, pour cette station St+, le diagnostic le plus défavorable
(classe II) d'autant qu'il est établi sur un lot de cinq individus pour St+u. Il n'y a pas de
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différence significative entre les lots Sto z et St+u et une difference significative entre ces deux
lots et le lot de provenance Ta.

Le remblai de l'alvéole A (station Sto:) ne présente, par contre, aucune contaminationpar
le manganèse. La moyenne du lot Sto: relève de la classe I sans difference significative avec
le lot d'élevage T+ dont il provient.

L'extrême différence qui existe entre les lots Sk.o et Sto.r met en évidence la sensibilité de
I'escargot placé dans un cas à la surface même de I'alvéole non végétalisée (Sto.o) et dans
I'autre cas sur le merlon végétalisé constituant la paroi de I'alvéole.

[V.4. 5.4.2. Autres espèces (autochtones)

a. Cepaea nemoralis

Les individus de cette espèce, récoltés en station Stz (lot St2') relèvent de la classe II, soit
un niveau de contamination significativement inferieur à celui du lot St2a constitué d'individus
également autochtones d'Helix aspersa aspersa classés en classe IV. Il apparaît, dans ce cas,
une difference nette dans la capacité des deux espèces à indiquer une contamination par le
manganèse.

Il en est de même du lot des deux individus autochtones St5 qui, par comparaison avec le
lot Sts' d'Helix aspersa ospersa transférés, présente une concentration moyenne inférieure
bien que relevant de la même classe II. Le faible effectif de Sts ne pennet pas, dans ce cas,
d'établir I'existence d'une différence significative entre les deux espèces.

Le lot autochtone St7. des jardins ouvriers se classe à la limite inferieure de la classe III
sans différence significative, du fait d'un écart type important, avec le lot St2'relevant de la
classe II.

b. Helix pomatia

Les deux individus autochtones récoltés dans les jardins ouvriers (Stz) présentent une
concentration moyerule en manganèse inférieure à celle des individus de I'espèce Cepaea
nemoralls et relèvent de la classe II avec un niveau de contamination inférieur à celui d'un
site non industrialisé (lot d'Helix pomatia d'Augny) mais influencé par la présence
d'incrustations de manganèse dans les calcaires du site de récolte.

1V.4.5.4.3. Conclusion sur le niveau de contaminotion par le manganèse

la prise en compte de toutes les données obtenues à partir des individus d'Helix aspersa
asperso transférés et des individus autochtones de trois espèces permet d'établir un
classement progressif de contamination croissante pour le manganèse selon l'ordre suivant :

. Tq ,  S to : ,T r  e tT3<S t4 (4b )<S te  z<S ts (5 ' )<S t : ,S t r<S t r  ( 1 ' ) <S to r  <S t2 (2a )<Sko

Ir lrr lnrlwl
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IV.4.5.5. Contamination par le chrome

1V.4.5.5.1. Helix aspersa aspersa. Classement par référence ù la grille
établie au chapitre I et nouvelle proposition

Le tableau 48 et la figure 75 E donnent le classement des différents lots dans I'ordre
croissant de contamination en retenant la concentration moyenne en chrome.

Tableau 48 : Classement des différents lots de H.a.a.
chrome ; a classes proposées au chapitre I

dans I'ordre croissant de contamination par le

I b nouvelle proposition
Lot non retenu car contamination æterne du mnteriel e

Lots a :Classe Reqroupement Dar classe Concentration en chrome (mg/kg de MS)

Ste : I
I Cr < 0,6Ste z I

St,t I
T, I I

I I 0,6 < Cr < 1,8Strr. I I
St^ ' II

I I I I I I 1 . 8 < C r ! 5 . 4

St," IV

IV 5,4 <Cr < 16,2

St. IV
Sts IV
T1 IV
st l IV
Str IV
Stzu IV
T3 IV

V b Nouvelle propositron
Classe V si Cr > 16.2

Stu o IV
stu 'o ' IV

Les différentes stations du site relèvent des classes I à IV de la grille établie au chapitre I.
La contamination en chrome, la plus élevée, est diagnostiquée en station Ste u (31 mg/kg de
MS) et relève d'une classe V non envisagée au début de l'étude. Le seuil de cette classe est
fixé à 16,2 mg/kg de MS. Le lot Sk'o présente une concentration moyenne en chrome
anoffnale (192 mdkg de MS). Il y a, très certainement, une contamination de l'échantillon
analysé et la figure 75 E ne comprend pas ce lot.

Contrairement à ce qui a été observé pour le zinc, le fer et le plomb, les stations Ste r à Sto I
du parc à cendres, autres que la station Ste o, présentent les plus faibles concentrations en
chrome (lots Sto: et Ste z : classe I ; lot Sto r : classe II) avec, par rapport au lot T+ dont ils
proviennent et qui relève de la limite entre les classes I et II, soit une diminution de la
concentration moyenne en chrome (significative en St6 3 et non signifÏcative en Sto.z), soit une
très légère augmentation non significative en Sto r.

Sur le site de I'usine, les animaux autochtones présentent des concentrations moyennes en
chrome supérieures à celles des animaux transferés. Par exemple, à la station St4, I'individu
St4u, autochtone, relève de la classe IV alors que le lot transferé Shu relève de la classe I sans
différence significative avec le lot de provenance T+. Il en est de même pour la station St2,
avec une différence significative entre les lots Stzu et Stzu, puisque le lot autochtone St2u relève
de la classe IV alors que le lot transferé Stzu relève de la limite classe Iiclasse II sans
différence significative avec le lot de provenance T+. Ceci illustre l'hétérogénéité du site vis à
vis de la contamination métallique ; les individus placés en microcosme ne prospectent pas la
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même surface que les individus autochtones et séjournent seulement un mois. Il est proposé

de retenir la classe IV pour la station 2.
La station Str est contaminée par le chrome puisque les concentrations moyennes des lots

transférés Str et Str. relèvent de la classe IV, sans différence significative par rapport aux lots
T: et Tr dont ils proviennent (classe IV pour Tr et proposition d'une nouvelle classe V pour

T3). La présence de chrome dans les animaux d'élevage T1, en 1997, était liée à I'aliment. lJn
meilleur contrôle en 1998 a permis l'utilisation d'un aliment compatible avec l'obtention
d'animaux d'élevage T+ relevant de la classe I. Le maintien de la même classe après transfert
de Tr indique un apport continu de chrome.

Il en est de même du lot Sts' de la station St5 qui relève de la classe IV, identique à celle du
lot dont il provient (lot T1). Par contre, le lot St3 présente une concentration moyenne en
chrome significativement inférieure à celle du lot Tr. Il y a, dans ce cas, décontamination
après transfert.

IV.4.5 .5.2. Autres espèces (autochtones)

a. Cepaea nemoralis

Le diagnostic établi à partir de cette espèce, en appliquant la grille d'Helix aspersa
ospersa) ne modifie pas I'appartenance à une classe. Les lots de Cepaea nemoralis Sts et Stz'
appartiennent à la classe IV de même que les lots d'Helix aspersa aspersa Sts' et Stzu. Le lot
Stz' des jardins ouvriers relève également de la classe IV. Il n'y a pas de différence
significative entre les lots Stz' et Stz'.

b. Helix pomatia

Les deux individus récoltés dans les jardins ouvriers (lot St7) présentent une concentration
moyenne en chrome inferieure à celle du lot de Cepaeo nemoralis et relèvent de la classe III,
soit une classe inférieure à celle de la réference régionale pour la même espèce (Helix pomatia

d'Augny).

IV.4.5.5.3. Conclusion sur le niveau de contamination par le chrome

La prise en compte de toutes les données obtenues à partir des individus d'Helix ospersa
asperso d'élevage et transférés, ainsi que des individus autochtones des trois espèces, permet

d'établir un classement progressif de contamination croissante par le chrome selon I'ordre :

Sto.:, Stoz < St+ (4b), T+ < Sto r < St+ (4a), St:. Sts (5') < T1, St1, St2 (2a) 1T: < Stoo-

l l l r l  wlvl

IV.4.5.6. Contamination par le cuivre

|V.4.5.6.1. Helix aspersa aspersa. Classement par réference à la grille
établie au chapitre I

Le tableau 49 et la figure 75 F donnent le classement des differents lots dans l'ordre de
contamination croissante en retenant la concentration moyenne en cuivre.
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Tableau 49 : Classement des différents lots de H.a.a. dans I'ordre croissant de contamination par le
cuivre : a classes au chaoitre I

Lots a :Classe Regroupement par classe Concentration en cuivre (me/ke de NIS)
T ' I

Cu  <  130

T3 I
T4 I
Str I
Stu: I
Stzu I
Sto.o I
Sts' I
Ste.z I
Str I
St' I
St+u I

il I I 1 3 0 < C u < 2 0 0
Sto'o III

I I I 2 0 0 < C u < 3 0 0
Stzu Iil
S k r IV

IV Cu > 300
St+u IV

Les differentes stations du site relèvent des classes I à IV avec une grande majorité en
classe I ce qui concorde avec le fait que le cuivre n'est pas un métal associé à cette activité
sidérurgique. Cependant, au niveau de la station ayant reçue des boues de coulée continue
Sto.r, il y a une contamination significative par le cuivre avec appartenance à la classe IV alors
que le lot d'origine T+ relève de la classe I. Le seul individu autochtone récolté sur la friche de
I'ancien laminoir (St+") présente une contamination en cuivre très élevée de classe IV alors
que le lot transferé en un autre emplacement de cette même friche (St+u) se situe à la limite
entre les classes I et II mais sans difference significative avec le lot d'origine (T+). Ceci
souligne I'hétérogénéité de cette friche.

La surface de l'alvéole A non végétalisée est également une nette source de contamination
par le cuivre avec une appartenance à la classe III pour le lot Sk'.0 et une tendance à
I'augmentation entre le lot Sk.o et Tr.

Tous les autres lots relèvent de la classe I mais une difference entre eux ressort si I'on
considère l'évolution de la concentration moyenne en cuivre par rapport à celle des lots
d'élevage dont ils proviennent.

Ainsi il n'y a pas d'augmentation significative de la concentration moyenne en cuivre des
lots Sto.z, Sto.: et Stzu par rapport à T+ mais il y a une augmentation signif,rcative de la
concentration moyenne en cuivre des lots de la station Str (Str et Str') par rapport aux lots T3
et Tr et de celle des lots Sts' et St3 par rapport à Tr.

Le lot d'individus autochtones prélevés en Stz (lot St2u) relève de la limite classe lll/classe
IV et présente une contamination significative par le cuivre. Ce secteur a reçu, par le passé,
des boues de coulée continue et montre I'existence d'un apport de cuivre vérifié en St6.1. Les
animaux en microcosme (Stzu) n'explorent pas la même surface et ne restent sur le site que un
mois.
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IV. 4. 5. 6. 2. Autres espèces (autochtones)

a. Cepaea nemoralis

Les individus autochtones, récoltés sur la station Stz (lot Stz'), relèvent de la classe IV avec
un diagnostic proche de celui donné par le niveau de contamination du lot autochtone d'Helix
aspersa aspersa (lot Stzu en classe III/IV). L'augmentation est significative entre le lot Stz'et
le lot St2a. Dans ce cas, il est proposé de retenir la classe IV pour la station Stz. Les deux
individus autochtones récoltés sur la station St5 présentent un niveau de contamination très
supérieur (classe V) à celui du lot d'Helix aspersa aspersa transferé (St:') qui relève de la
classe I.

Le lot Stz. des jardins ouvriers présente une concentration moyenne en cuivre qui relève de
la classe I sans différence significative avec le lot de Helix aspersa aspersa d'élevage (T+).

Helix pomatia

Les individus récoltés dans les jardins ouvriers (lot Stz) présentent une concentration
moyenne en cuivre relevant de la classe I, inferieure à la concentration moyenne du lot
d'Helix pomatia récolté en dehors de toute activité sidérurgique et qui constitue notre lot
témoin pour le fond pédogéochimique (lot d'Augny, classe II).

IV.4.5.6.3. Conclusion sur le niveau de contamination par le cuivre

La prise en compte de toutes les données obtenues à partir des individus d'He lix aspersa
aspersa transférés et des individus autochtones des trois espèces permet d'établir un
classement progressif de contamination croissante par le cuivre selon l'ordre :

Ste ,r < Stz (2a), Sts < Sto r
rrr I rv

IV.4.5.7. Contamination par le cadmium

lV.4.5.7.1. Helix aspersa aspersa. Classement par référence à la grille
établie au chapitre I

Le tableau 50 et la figure 75 G donnent le classement des differents lots dans l'ordre de
contamination croissante en retenant la concentration moyenne en cadmium.

b.

< Sta (4a)

I
Tr,  T: ,  T+ < St l  < Stol  < Stoz < Str ,  Stz <

I t l
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Tableau 50 : Classement des différents lots de H.a.a. dans I'ordre croissant de contamination par le

cadmium a classes a u tre
Lots a :Classe Regrounement pa r classe Concentration en cadmium (mg/kg de MS)

Stor.,

cd<5

Tr I
Stzu I
T4 I
T3 I
Sts' I
Ste.r I
Str I
Sto : I
Stl II

il 5 < C d < 1 0Str II
Stu.z II
Stzu III

III l 0 < c d < 5 0St+u II
Sto o III
Ste'.0 IV IV c d > 5 0

Les differentes stations du site relèvent des classes I à IV de la grille de contamination
établie au chapitre I.

La contamination la plus élevée est relevée dans les lots transférés à la surface de I'alvéole
A, non végétalisée, avec, pour le lot Sto'.0 une appartenance à la classe IV et pour le lot Sto.o
une appartenance à la classe III.

Le fait le plus marquant concerne I'importante difference dans la concentration en
cadmium entre les individus autochtones des stations St4 (St4J et Stz (Stz.) qui relèvent de la
classe III et celle des individus transferés dans les mêmes secteurs à savoir les lots St+u et Stzu
qui relèvent de la classe I sans différence significative avec les témoins dont ils sont issus (lot

Ta) en ce qui concerne Stzu et avec même une diminution significative en ce qui conceme St+u.
Cette difference met en évidence I'hétérogénéité dans la contamination des deux secteurs
étudiés. Les individus autochtones peuvent prospecter une plus grande surface que le lot
transferé en microcosme et pendant une période plus importante. Chaque fois qu'il est
possible, il s'avère donc nécessaire, pour les sites à contamination très hétérogène, ce qui est
très souvent le cas, de pouvoir contrôler les niveaux de contamination des individus
autochtones.

La comparaison des autres lots transférés avec leurs lots d'élevage met en évidence les
faits suivants :

- Un maintien dans la même classe I et sans différence signifrcative entre Sto r et T+

- Un maintien dans la même classe I avec une augmentation significative entre Stg,
Sts' et Tr ainsi qu'entre Sto.r et T+

- Un changement de classe I en classe II avec augmentation significative entre Str et
T3, entre St1' et Tr ainsi qu'entre Sto.z et T+.
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(V.4. 5.7. 2. Autres espèces (autochtones)

Cepaea nemoralis

Comme pour les individus autochtones d'Helix asperso aspersa (lot Stzu), les individus
autochtones de Cepaea nemoralis indiquent une contamination importante par le cadmium à
savoir à la limite des classes II et III en station St2 pour le lot Stz.. Le classement est
également en III pour le lot Sts et celui des jardins ouvriers (lot Stz') sans différence
significative entre les lots Stz'et Stz'.

Helix pomatia

Les individus récoltés dans les jardins ouvriers (St7) présentent des concentrations faibles
relevant de la classe I alors que les individus de la réference régionale (Augny) relèvent de la
classe III. La réponse des deux espèces Cepaea nemoralis et Helix pomatia se révèle ainsi très
differente dans un même secteur mais le faible effectif de Helix pomatia nécessite une
vérifi cation ultérieure.

1V.4.5.7.3. Conclusion sur le niveau de contamination par le cadmium

La prise en compte de toutes les données obtenues à partir des individus d'Helix aspersa
aspersa transférés et des individus autochtones des trois espèces permet d'établir un
classement progressif de contamination croissante par le cadmium selon I'ordre suivant:

- St4(4b), T1, St2(2b), Ta, Ts < Sts,, Sk r, St:, Sk: < Str, Skz < Stz.< 5ri2 i:e'), S.i]t'ller; < Sko < l,te,.o
I r I u I m lryl
Quand, pour une même station, des lots différents relèvent de classes différentes, nous

proposons de retenir le rang de classement le plus élevé (réference en gras).

IV.4.5.8. Contamination par le nickel

U.5.8.1. Helix aspersa aspersa. Classement des stations par réftrence à
la grille établie au chapitre I

Le tableau 51 et la figure 75 H donne le classement des différents lots dans l'ordre de
contamination croissante en retenant la concentration moyenne en nickel.

b.
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Tableau 51 : Classement des différents lots de H.a.a. dans I'ordre croissant de contamination pâr le
nickel : a classes DroDosées au chaDitre I (Absence de station dans la classe

Lots a :Classe Resrounement nar classe Concentration en nickel (me/ke de MS)

Stu, I

N i < 3

Str I
T1 I
Stzo I
S k z I
St, I
T,r I
str I
S k r I
St+u I
St: I
T3 I
Stzu I
S k o I
S k r I I I I 3 < N i < 6

I I I III 6 < N i < 1 2
S k ' o IV IV NIi > 12

Les différentes stations du site relèvent des classes I à IV de la grille établie au chapitre I.
Globalement, mis à part la stations Sk r qui relève de la classe II avec une augmentation

significative par rapport au lot Ta alant fourni les animaux transférés, et la station St6 0 qui par
le lot Ste'u relève de la classe IV, l'ensemble du site ne présente pas de contamination par le
nickel avec une appafienance à la classe I pour tous les autres lots. Il y a même, par rapport à
la contamination moyenne de certains lots témoins, une diminution après transfert,
significative pour le lot Str par rapport au lot T: et non significative pour le lot Sk z Par
rapport au lot T+. Le diagnostic est conforté par la concentration moyenne en nickel des lots
d'individus autochtones récoltés aux stations Stz (lot Stz") et St+ (lot St+"). Dans ce cas, en
stations 2 et 4b,les microcosmes ont été implantés sur des surfaces plus riches en nickel que
le biotope élargi.

Une légère augmentation de la concentration moyenne en nickel par rapport au lot Tr, tout
en restant dans la classe I et sans différence signifrcative, est constatée pour les stations St:
(lot St3), Str (lot Str') et Sts (lot Sts').

L'augmentation de la concentration moyenne en nickel, tout en restant dans la classe I, est
non significative pour la station Sto I (lot Ste l) par rapport au lot T+ ainsi que pour la station
Stl par rapport à Tr, mais significative pour la station Stz (lot Stzu) par rapport à T+.
L'hypothèse de la présence de nickel dans les boues de coulée continue en quantité plus
élevée qu'aux autres stations est renforcée si l'on compare le niveau de contamination du lot
St26 pour la station plus ancienne, végétalisée, d'épandage des boues et le lot Sto r Sur lâ
station Sk r (classe II) ayant reçue plus récemment les mêmes boues et dont la végétalisation
est en cours.
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1V.4. 5.8.2. Autres espèces (autochtones)

a. Cepaea nemoralis

Les individus autochtones de cette espèce, récoltés sur les stations St2 (lot Stz'), Sts et Stz
(lot St7'), donnent le même diagnostic qu'He lix asperso aspersa avec une appartenance à la
classe I. La station 7 des jardins ouvriers (lot Stz.) étant cependant significativement plus riche
en nickel que la station 2.

Le lot St2' présente d'ailleurs la concentration la plus faible en nickel pour I'ensemble des
lots, toutes espèces confondues.

b. Helix pomatia

La concentration moyenne en nickel des individus autochtones d'Helix pomatia (lot St7)
relève du bas de la gamme de classe I et est du même ordre de grandeur que celle des
individus du lot de réference (Augny).

1V.4.5.8.3. Conclusion sur le niveau de contamination par le nickel

La prise en compte de toutes les données obtenues à partir des individus d'He lix aspersa
aspersa transferés et des individus autochtones des trois espèces permet d'établir un
classement progressif de contamination croissante par [e nickel selon I'ordre suivant :

.  Tr,  T+, Str  ( l ' ) ,  St : ,  St+ (4b),  St5,  St6z, Sto: ,  Stz. ,  T: ,  Stz(2b) < St6 1 < St60
I  r  l f  l lvl
fV.4.6.  Conclusion et  discussion de l 'étude du si te s idérurgique

Tableau 52 : Synthèse du classement des différents lots de I 'aciérie pour les huit métaux étudiés (Zn, Fe,
Pb, Mn, Cr, Cu, Cd et Ni); H.a.a. (HelLr &rpenfl aspersa), C.n. (Cepfleo nemorulk), H.p.
(HelLr pomntia);  E:  indiv idus d 'é levage, A: indiv idus autochtones; c lasse I ,  i ) r i , ; . , '  iJ ,

, classe IV, classe V

Tr (E) l4
Tr (A) I5
Tr (E) I
Str (Tr, tr) l 9
Str ,  (Tr ,  t r ) 22
st2" (A)/st2 (A, c.n.) 24-25 I --r
St26 (T1, t r ) t3
Str (Tr, tr) 2I
St{,, (A) 2I
Strb (T{, tr) I I
Sts. (Tr ,  t r ) /St r  (A,  C.n. ) I 9
St6,.e (T1, tr) 29
St6' .1;(T2,  T3,  t r ) _15
St6.r (T{, tr) 24
st6.2 (T{, tr) I 7
St6.r (T{, tr) I5
St7 .  (A )  C .n . I 2 t
Augny (H.p. ) I8
St? (A) H.p. l / ' .
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Le table av 52 fait la synthèse du classement des differents lots pour les huit métaux
étudiés. Les faits suivants sont à souligner :

- Les lots de Helix aspersa asperso d'élevage peuvent présenter, avant transfert, une
contamination par plusieurs métaux. Le lot T1 présente une contamination par Fe,
Zn et Cr, avec un indice polymétallique de 14, par contre le lot T+, dont l'indice de
contamination polymétallique est de 9, est très satisfaisant mis à part une très légère
contamination par le chrome. Ceci renforce la nécessité d'obtenir, en élevage, une
qualité de classe I pour tous les métaux. Cependant, après transfert de un mois, si la
concentration moyenne en un métal donné relevant d'une classe supérieure à I n'a
pas significativement évoluée, il est possible de conclure que le niveau de
contamination de la station relève bien de cette classe. Par contre, si cette
concentration moyenne augmente ou diminue significativement, il est possible de
conclure à I'existence d'une contamination respectivement supérieure ou inférieure.

- Le choix d'animaux (Helix aspersa aspersa) prélevés dans un site de référence (lot
T3) ne permet pas une qualité équivalente à celle d'un élevage contrôlé. Dans le cas
présent, le lot T: présente une contamination en Fe, Zn et Cr et un indice
polymétallique de 15, proche de celui du lot d'élevage Tr.

- Après transfert d'un mois sur les différentes stations du site sidérurgique, il est
possible de détecter et d'évaluer comparativement les niveaux de contamination
polymétallique. En référence à Helix aspersa aspersa,I'indice polymétallique varie
sur le site de 11 à 35.

. La friche coffespondant à I'emplacement d'un ancien laminoir (St4)
présente un indice polymétallique de 1 I (St+u) avec un enrichissement en
Fe, Zn et Mn

o La station Stz, proche du parc des réfractaires, avec un indice
polymétallique de 13 (Stzu) présente une contamination par Zn,Fe et Pb

. La réponse est sensible en fonction du positionnement du microcosme. Par
exemple, la station Sto.r, sur le merlon servant de paroi à l'alvéole A non
végétalisée, présente un indice polymétallique de 15 avec une
contamination par Zn et Pb alors que si le microcosme est placé à la
surface de l'alvéole A, I'indice polymétallique atteint les valeurs
maximales de 35 pour le site (lot Sto'.0) ou de 29 (lot Ste.o) avec une
contamination par I'ensemble des huit métaux. La distance séparant les
stations Sto o et Sto.r n'est pourtant que de quelques mètres.

. La station Sto.z, au pied de I'alvéole B végétalisée, présente une
contamination atmosphérique par le dépôt des poussières d'électrofiltres
transportées par camion. L'indice polymétallique est de l7 résultant d'un
enrichissement enZn, Pb, Mn et Cd.

o La station Str, localisée sur le site de I'ancien haut fourneau, présente, avec
le lot Stl, un indice polymétallique de 19 avec une contamination par Pb,
Mn, Cd,Zn et Fe. Pour le chrome, le diagnostic est difficile puisque le lot
de la nature T: qui a fourni les animaux transférés présente déjà une
contamination supérieure à celle obtenue en fin d'exposition et un indice
polymétallique de 15. Le lot Stp renforce le diagnostic de contamination
avec un indice polymétallique de 22 nettement different de l'indice
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polymétallique de 14 correspondant au lot d'élevage Tl ayant fourni les
animaux transférés. La contamination est due à Pb, Mn, Zn, Fe et Cd. Le
diagnostic pour le chrome demeure difficile compte tenu de la
contamination par ce métal du lot d'origine.
La station St5 (lot St5.), avec un indice polymétallique de 19, présente, par
rapport au lot Tr d'origine (indice polymétallique de l4), une
contamination par Zn, Pb, Fe et Mn. Le chrome demeure dans la même
classe IV que celle du lot d'origine.
La station Sts (lot St:), situé au voisinage de I'unité de traitement des
poussières de I'aciérie, présente un indice polymétallique de 2l avec par
rapport au lot d'élevage d'origine (T1) une contamination par Pb, Mn, Zn et
Fe. L'interprétation du niveau de contamination du chrome est difficile
pour les mêmes raisons que ci-dessus
La station St6.1 (lot Sto.r), située en surface d'une zoîe d'épandage de boues
mais recevant aussi des dépôts de poussières d'aciérie lors de leur
camionnage, présente une contamination par six métaux au moins Zn, Pb,
Cu, Mn, Fe et Ni plus le chrome déjà présent dans le lot d'élevage T+ et qui
persiste après transfert
Mis à part la station Sto.r, la contamination par le cuivre est détectée chez
les individus autochtones de Helix aspersa aspersa au niveau de trois
autres stations :

Mn, Cr, Pb, Cd et Fe avec un indice polymétallique de 24-25.
Cette station correspond également à une zone ancienne
d'épandage de boues ;

Cr, Cd, Pb,Zn, Fe et un indice polymétallique de2l ;

un indice polymétallique de 35.

L'analyse d'individus d' Helix ospersa aspersa autochtones met en
évidence, dans tous les cas, des indices polymétalliques supérieurs à ceux
d'individus Helix aspersa ospersa transférés en microcosmes pendant un
mois. L'indice polymétallique du lot St2u est de24-25 contre l3 pour le lot
Stzu. Il est de 2l pour I'individu 4s contre l l pour le lot St+u.
Deux facteurs peuvent expliquer l'amplification du diagnostic chez les
autochtones :

puisqu'il n'y a pas contention dans I'aire réduite d'un
microcosme. Cette surface plus importante permet une intégration
de I'hétérogénéité de la contamination de la station.

La récolte d'individus autochtones de Cepaea nemoralls et la comparaison
de leur niveau de contamination avec celui des lots de Helix aspersa
aspersa autochtones du même site mettent en évidence, dans le cas de la
station St2, un indice polymétallique de 23 pour le lot de Cepaea nemoralis
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Stz. du même ordre de grandeur que celui évalué à 24-25 pour le lot Helix
aspersa aspersa stzu.
Si on compare l'évaluation métal par métal, Cepaea nemorahs fourni une
évaluation supérieure pour Cu, égale pour Zn,Fe, Cr, Cd, Ni et inférieure
pour Pb et Mn

r En station Sts, l'indice polymétallique est de 2l chezles Cepaea nemoralis
autochtones (St5) et de 19 chez les Helix aspersa aspersa transferés (Sts')
avec, dans ce cas, pour Cepaea nemorahs sept métaux dépassant la classe
I . Cr, Cu, Cd, Zn, Fe, Mn, Pb et pour Helix aspersa aspersa seulement
cinq métaux '. Zn, Cr, Fe, Pb et Mn

r Avec un indice polymétallique de 2l les Cepaea nemoralis autochtones des
jardins ouvriers (lot Stz') mettent en évidence une contamination par six
métaux qui dépassent la classe I : Zn, Cr, Mn, Pb, Cd et Fe. Par contre,
I'indice polymétallique des individus autochtones de Helix pomatia (St?)
du même site est de l5 avec cinq métaux dépassant la classe I : Pb, Cr,Zn,
Fe et Mn. S'il semble possible d'utiliser en réference à la grille
d'évaluation proposée, les espèces Helix aspersa aspersa et Cepaea
nemoralis I'application à Helix pomatia nécessite des études ultérieures car
son aire de déplacement est beaucoup plus vaste.
En l'état actuel des données, il apparaît que Helix pomatia atteint des
niveaux de contamination identiques à Cepaea nemoralis pour Fe, Pb, Cu,
Ni et des niveaux inférieurs pour Zn,Mn, Cr et Cd

r L'étude de ce site sidérurgique ancien, reconverti dans une activité
nouvelle, a montré la complexité d'une évaluation des niveaux de
contamination en utilisant des gastéropodes autochtones eVou transférés de
trois espèces . Helix aspersa aspersa, Cepaea nemoralis et Helix pomatia.

r En cas de difference significative, en une même station, entre I'indice
polymétallique d'un lot autochtone (exemple lot Stz") et celui d'un lot
transféré (exemple lot Stzu), il est proposé de retenir, pour la station,
I ' indice polymétall ique le plus élevé c'est-à-dire, dans l 'exemple choisi,
celui du lot autochtone pour autant que le nombre d'individus récoltés soit
satisfaisant ; cependant, dans le cas de la station 4 et, compte tenu de
l'éloignement du lieu de récolte (individu 4a) et du lieu d'implantation du
microcosme (individu 4b), les deux ICPM sont conservés.

En conclusion, le tableau 53 donne le classement définitif des stations. Les particularités de
certaines stations, liées à l'hétérogénéité de leur contamination étant signalées dans le tableau
précédent 52. Le classement progresse du lot d'élevage au lot transféré à la surface de
I'alvéole A du parc à cendres, non végétalisée. Les stations St+u et St+u sont distinguées du fait
de la distance les séparant et l'important écart existant dans I'indice polymétallique (11 à 21).
Les stations Sk: (indice polymétallique de l5) et Stoz (indice polymétallique de l7) du parc à
cendres révèlent une contamination par dépôts des poussières d'aciérie dispersées par le vent
et le camionnage. L'indice polymétallique des autres stations met en évidence une
progression depuis l'ancienne plate-forme de la cokerie (lot St5, indice polymétallique de l9),
la bordure ouest du train continu à fil (lot Sta, indice polymétallique de 2l) avec un même
indice que pour les jardins ouvriers (lot Stz') et la friche bordant au sud le système de
traitement des poussières du four électrique (lot St3). L'ancienne plate-forme des hauts
fourneaux (lot St1) présente une contamination historique (indice polymétallique de22).La
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station Sto r du parc à cendres qui a reçu des épandages récents de boues atteint une valeur
d'indice polymétallique de 24 du même ordre de grandeur que celui de la station Stz (lot Stzu),
proche du parc à réfractaires, et ayant également reçu l'épandage ancien de boues puis ayant
été végétalisée.

Les niveaux de contamination observés en certaines stations pour Zn,Fe, Pb et Cr nous ont
incités à proposer, pour ces métaux, une classe V, non identifiable sur les autres sites.

En fonction des préférences écologiques des escargots, il faut souligner que cette classe est
atteinte dans des conditions de contention des individus en microcosme ; sans cette contrainte,
les escargots ne sont pas présents, par exemple, en station St6 s qui représente un biotope
artificiel peu végétalisé, aride et poussiéreux.

Tableau 53 : Classement retenu pour les différentes stations du site sidérurgique étudié en retenant les
données de Helix espersa asperso sauf pour la station St1 (Cepaeû nemorfllls) ; E : élevage ; *
Cepaeo nemoral is; classe l ,  r l ' rr ;r  l l classe IV. classe V
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Chapitre V : Détermination de I'origine du plomb par l'étude de
ses isotopes 'ouPb, 2o7Pb et 2o8Pb

V.1. Données bibliographiques

Les rapports isotopiques du plomb peuvent être exprimés par les trois-fppo{ts_isotopiques
classiqu.r 

- 
du plomb normalises à l;isotope stable t*Pb, soit 206Pb/20oPb, 'o'Pbl'*Pb et

zot 6fo+pb, ainsi que par les rapports 206pÈP07Pb, 208Pb/206Pb et 208Pb/20'Pb. Le table au 52
présente les données sur les rapports isotopiq
charbons et des sols. Dans les études environn,
plus utilisé avec une variation de 0,894 à 1,38
àt 'otPbl207Pb. Ceci s'explique par la faible
majeurs (environ 1,48o/o) rendant délicate sÉ
proviennent de la désintégration radioactive r
1986) et la composition isotopique actuelle d'un site dépend des abondances en uranium et
thorium à l'origine. Selon Chow et al. (1975), on peut distinguer les mines de plomb
précambriennes (Australie : Brokken-Hill ; USA : Idaho ; Canada : Colombie Britannique),
les mines ordoviciennes (côte Atlantique du Canada) et les mines d'âge tertiaire (Mexique,
Pérou, Yougoslavie). Le gisement du Missouri est très particulier car il est de l'âge
pennsylvanien mais il est très radiogénique.

Selon les mêmes auteurs, l'étude des variations des rapports isotopiques du plomb permet
de déduire les sources de pollution. L'augmentation du rapport206Pbl207Pb (figure 76) indique
une origine plus radiogénique, par contre I'abaissement de ce rapport indique une contribution
du plomb émis par les véhicules à moteur. En effet, les essences plombées contiennent du
plomb dont le rapport isotopique est celui du minerai dont il provient (Roy, 1996). Ainsi les
additifs antidétonants des essences, en France, proviennent des minerais de plomb de Brokken
Hill en Australie. Selon Pacyna (1988), la proportion des différentes sources de plomb était de
75% à partir des essences plombées et de 25% à partir des fonderies ; cette distinction des
deux sources étant possible car une fonderie rejette un rapport isotopique caractéristique du
plomb industriel.



Partie Il l -page244

Figure 76: Evolution du rapport isotopique2o6PbfolPb en fonction des régions, de I'origine du plomb des
essences, du sol de surface ou profond, des aérosols, de la pluie et des sources industriels

Mines de plomb Aérosols (avec date si connue) PE : Pôle ( essence r (Europe)
Essence Pluie PI : Pôle industrie >
Sols ou sédiment, surface (S), profondeur (F) Industrie. fonderie PN : Pôle ( nature ))
Charbon Industrie. incinérateur

Régions et signification de haut en bas :

1. Globe terrestre :

Croûte continentale supérieure (1,23 ; Zartman et Doe, l98l ) ;
Mine de Plomb précambrienne Australie (1,037-1,064; Chow, 1975) ;

2. Grande Bretagne, essences ( I ,059- 1,079 ; Doucet , 1997) ;

3. France :

Aérosol en 1992, essences sans plomb (1,2 ; Grousset, 1994) ;
Rejets industriels (1,178-1,182 ; Petit et al.,1977 ; Pacyna et Nriagu, 1979) ;
Précipitations ( I ,140- 1 ,148 ; Roy, 1996) ;
Mine de Plomb de Brokken-Hill Australie (1,130; Doucet, 1997), origine du
plomb des essences en France ;
Essences ( I , l  I0- l ,120 ;  Roy,1996) ;
Aérosols en 1979, essences avec plomb (1,095 ; Grousset, 1994).

4. Allemagne :

- Mine de plomb, Stolberg (1,18-l ,2;Metzger, 1998);
- Sol de Stolberg en surface (1,15-1,16; Metzger, 1998).

5.  USA :

Mine de plomb, Missouri-Pennsylvanien, cas particulier (1,385; Chow et al.,
re75) ;

- Mine de plomb, Mississipi (Marcantino, 1998) ;
- Charbon américain (1,385 ; Chow et al.,1975).

6. USA (Keinonen, 1992) :

- Industrie, incinérateur (1,136) ;
- Industrie, fonderie (1,155-1,199) ;
- Sol autoroute ( 1 ,l 36) ;
-  Essences (1,08-1,136).

7 . Ecosse : sédiment de lac (surface : I ,140 ; profondeur : 1,180) ;

8. Océan Atlantique (Veron et ol., 1992) : Air venant des USA (1,195- 1,205), air
méditerranéen ( 1, 13 1), mélange : zone hachurée.
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ableau 54 : Etudes de isotopes du plomb dans les minerais de plomb. les essences et les reiets industriels
Nom Année Obiet de l 'étude Résultats

Chow et al. r975
Composition isotopique des

additifs de I'essence, des charbons
et des sols

- Mines ('uoPb/'u'Pb) :
précambrien 1,037 - I,064
ordovicien : 1,160
tertiaire :1.192-1.2
Particulier : 1,385 (pennsylvanien (USA)

- Essences (Pb d'origines multiples utilisées
dans la même raflinerie) touPb/totPb :

Paris 1966 : 1,162
San Diego 1965 : l, l5l (importation)
San Diego 1974 : 1,189 (Missouri)
Les aérosols suivent la même tendance

- Charbons américains ltotPb/totPb; :
1,126-1,252 (origine plus radiogénique que le Pb des
essences)

- Sols
En relation avec la densité de trafic et sa proximité
mais pas de corrélation étroite entre le rapport
isotopique des essences et le rapport isotopique du sol
du fait d'autres origines du plomb

Petit et al. 1977 Reiets industriels en Europe P b / ' " ' P b :  1 . 1 7 8 - 1 . 1 8 2
Zartman et
Doe

1 9 8 1
Croûte conti nentale supérieure touPb/totPb ; r,23

Nriagu et
Pacvna

1988 Rejets industriels en Europe touPb/totPb 
: 1,178-1,1 82

Hopper et al.
t99l Aérosols en Europe de I'ouest ' ""Pb/ ' " 'Pb :  1,142 (  1,13-1,1 55)

totPb/totPb : 2,405 (2.4-2.4r)

Keinonen 1992 Diverses essences "oPb/ " 'Pb :  l ,og-1 ,136

Yeron et al. r992

Origine continentale et sources
industrielles des métaux traces de
la troposphère du nord ouest de

I'Atlantique

- Air de I'est méditerranéen
2o6Pb/2o7Pb : l,r3l

- Air de I'ouest américain
touPb/totPb : 1,195-1,205

- Atmosphère en France selon les auteurs
'ouPb/ 'o tPb :  l ,o9  ;  l , l  l  ;  1 , i l8 ;  l , r4 l  ;1 ,149

Grousset et a/. t994
Aérosols en France de 1979 à

r992

Diminution, au cours du temps, du rapport '""Pb/'""Pb

(2,17-2,075)
Augmentation, au cours du temps du rapport
touPb/totPb ( 1.095- 1.2)

Croudace et
Cundv

1995 Combustion de charbon (UK) "oPb / " 'Pb :  l . l 8
Plomb naturel dans les sols ' " "Pb/ 'u 'Pb 

:  l . l7 - l . l  9

Taylor et Mc
Lennan

t995
Croûte continentale supérieure touPb/totPb : r,r92-r,215

Roy r996

Isotopes du plomb dans les
essences en France

touPb/ to tPb 
:  l . l  r -1 .12

Isotopes dans les précipitations en
France

touPb/totPb ; r,r4-r,r 45

Doucet 1997
Brokken-Hill (Australie) minerais

de plomb utilisés dans les
essences plombées en France

totPb/touPb 
;2,r3

'ouPbl 'o'Pb: l , l3 < naturel (1,21)

Monna et ol. in
Doucet (1997) r997

Essences en Angleterre (origine
du plomb : mines précambriennes

d'Australie et du Canada)

touPb/totPb 
: 1,059-1,079

Marcantino e/
ol.

1998
Mines de la vallée du Mississipi
(USA). Situation différente de

Brokken Hill

touPb/totPb : 1,28-1,33 > naturel (l,zl)

Nletzger et al. 1998
Isotopes du plomb du site de

Stolberg (Allemagne)
Mines et fonderies

""Pb/"'Pb géogène : l, l8

touPb/totPb anthropique : I, l5-1, l6



La signature de la contamination par le plomb contenu dans les additifs des essences a été

démontrée dès 1975 par Chow et a/. Ainsi, dans la région de San Diego (Californie, USA), il

y a eu dans les années 60-70 ufle augmentation de la contribution radiogénique des isotopes

du plomb du fait d'un changement dans I'origine des additifs. Vers le milieu des années 65,

ces additifs provenaient du Canada, d'Australie, du Pérou et du Mexique, puis la production

de plomb, hautement radiogénique du Missouri a augmenté avec, pour conséquences, moins

d'importations. Cependant, dans les années 70, les USA utilisaient 278.000 tonnes de plomb

comme additif (Chow et sl., 197 5); les autres sources de pollution par le plomb sont la

combustion du charbon et les fonderies. Par ailleurs les auteurs ont montré des corrélations

entre les plombs des essences, des sols et des végétaux.
Selon Grousset et al. (1994), il y a, en France, depuis les quinze dernières années, une

modification des proportions de la contribution des deux sources principales, avec 50%

provenant des essences plombées et 50% provenant des fonderies (Roy, 1996). Cette variation

est à mettre en liaison avec une diminution de la contribution des essences plombées à la

pollution atmosphérique, le parc automobile récent utilisant les essences sans plomb.

Selon Roy (1996) et Innocent et al. (1996), les variations des compositions isotopiques

s'expliquent par les variations dans les differentes proportions des diverses sources de

pollution qui possèdent des compositions isotopiques de plomb distinctes.
Les variations des concentrations en plomb et des proportions d'isotopes dans la glace, la

tourbe ou les sédiments ont servi pour évaluer les changements spatio-temporels dans le

niveau et I'origine des dépôts atmosphériques du plomb (Rosman et al., 1993; Renberg et

Persson, 1994; Graney et al.,1995).
Le recours aux compositions isotopiques du plomb a permis à Veron et al. (1992) de

distinguer, dans la troposphère du Nord Ouest de l'océan Atlantique, des SpRoSs continentaux

de I'Est méditenanéen ,2oer6potPb : 1,131) et de l'Ouest américain 1206Pb l207Pb: 1,195 -

I,205). Quand les masses d'air américain se mélangent à celles du Canada, le rapport
206pb|07pÙ est intermédiaire (06PbP07Pb: 1,190 - 1,195) de même, s'il y a mélange avec les

masses d'air méditerranéen (206PbP07Pb - 1,180 - 1,190).
Farmer et al. (1996) ont montré que, dans les sédiments d'un lac écossais, il existe une

diminution du rapport 206Pb/207Pb (1,140) dans les couches supérieures par rapport aux

couches plus prof*d.s 1206Pb/207Pb: 1,180), ceci en liaison avec les émissions de plomb

d'origine < véhicules à moteur > pendant ce siècle.
Metzger et al. (199S) ont effectué une étude de la région Aachen-stolberg dans les monts

de I'Eifel en Allemagne, site connu depuis les romains pour I'exploitation et la^purif,rcation

des minerais de plomb et de zinc. A cette contamination d'origine géogène ('uoPbl"'Pb:

1,180 - 1,200) s'ajoutent les apports anthropogéniques avec un rapport isotopique inferieur
(essences, centrales au charbon, industrie du fer et de I'acier). A proximité des fonderies, les

sols sont très contaminés par le plomb, le zinc I'arsenic et le cadmium. L'origine

anthropogène est observable dans les sols de surface, sur roches sableuses, avec un rapport
206pbP07pb de 1.150 à 1.160. Par contre, dans les sols sur roches calcaires, c'est l'origine

géogène qui domine. L'importation de minerais d'origines variées vers les fonderies de

Stolberg et les apports dans les essences modifient le rapport isotopique naturel.
Les études sur les compartiments abiotiques ne renseignent pas sur la biodisponibilité du

plomb. Pour cette raison, d'autres recherches ont concerné les végétaux et les animaux. Selon

Doucet (1997),la composition isotopique des métaux dans I'atmosphère étant très differente

de celle des métaux présents dans la croûte continentale (Taylor et Mc Lennan, 1995), la

contribution des métaux d'origine naturelle dans I'atmosphère n'est pas significative.
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La composition des lichens et des eaux de précipitation en France (Roy, 1996), avec un
rapport maximum de 1,148 pour 'ouPb/0'Pb, peut s'interpréter comme le résultat d'un
mélange entre le pôle ( essence automobile > (Roy, 1996 ;'0uPbl'0tPb : 1 ,1 10 - 1 ,1 14) et le
pôle < rejets atmosphériques industriels > (Peti l et a1.,1984 ; '06Pbl20tPb - l, l7g - 1,1S2).
Une proportion des rejets industriels varie de 20% à 50% selon la région et I'activité
industrielle reste à vérifier au niveau de la France ; les données de Petit et al. (1977) sur la
composition du pôle < rejets industriels > ne sont peut être pas le reflet exact de ce pôle à
l'échelle nationale.

Selon Doucet (1997), la détermination des sources de pollution atmosphérique sur la base
des rapports élémentaires des métaux dans les bioindicateurs (lichens) est difficile. Il est
indispensable de réaliser l'étude des compositions isotopiques. Selon cet auteur,
l'augmentation du rapport isotopique 206PbP07Pb avec I'altituàe permet de discerner une
origine liée à la combustion des essences dans les vallées et une origine probablement
industrielle en altitude (rapport isotopique plus radiogénique ). Les valeurs données par
Innocen| et al. (1996), sur des lichens ailleurs en France, sont conformes à celles de Doucet
(1997) et à celles de Roy (1996) dans les précipitations en France (tableau 55).

Tabfeau 55 : Teneurs en métaux, dans les l ichens, normalisés sur I 'aluminium (Doucet, 1997); rapports
intermétalliques dans les lichens et références des re.iets industriels.re

As/Al :0,0022 Cd/Pb (lichens) : 0,02 à 0,08
Cd/Pb (industriel) : 0,09 à 0,2

Cd/Al : 0,0016
Cd/Zn (lichens) : 0,003 à 0,01

CdlZn (industriel) : 0,06 à 0,08

CrlAl : 0,0064

Cu/Al: 0,0186 CùPb (lichens) :0,29 à0,62
CdPb (industriel) : 0,6 à 0,8

Ni/Al: 0.0151
Pb/Al : 0.0364

ZnlllJ z 0,2128
ZnlPb ( l ichens) :3,96 à7,58
Zn/Pb (industriel) :2 à2,5

Les rapports élémentaires des métaux dans les bioindicateurs varient peu et ne perrnettent
pas de déterminer les sources de pollution sauf à proximité de celles-ci. Selon Doucet (1997),
cette homogénéisation s'effectue grâce aux transports à grande distance dans les circulations
atmosphériques générales.

D'autres auteurs ont appliqué la recherche isotopique du plomb à la compréhension de
l'évolution des participations des differentes sources de pollution et à I'identification de ces
sources (tableau 56).

Pour le monde végétal, citons les travaux de Marcantonio et al. (1998) sur les anneaux de
croissance du cyprès chauve de Louisiane dans un secteur ayant reçu des rejets de raffineries.
La contamination anthropogénique est décelée à partir de la date de mise en exploitation
d'une raffinerie (1970). Le tronc d'arbre peut constituer ainsi une archive biologique de la
pollution par le plomb biodisponible et permettre une étude temporelle et spatiale par la
recherche de ses isotopes.
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ironnementales des isotopes du plombableau 56 : Etudes enr ronnementales des tsotopes du

Auteurs Dates Matériels bioloeiques Résultats

Keinonen t992

Etude environnementale globale
sur la période 1966 à 1987 dans

la région de Helsinki :
Essences

Incinérateurs (cendres)
Fonderies (sols)

Combustion du charbon (Pologne)
Air

Sols près d'autoroute
Sédiments des lacs (stratification)

Lichens

Homme

,*Pb/totPb

1,124 + 0,026 ( 1,063- 1,173)
1 ,218  +  0 ,001  I
1 . 1 5 5  -  1 . 1 9 9
I ,184  +  0 ,001
1,123 + 0,01 3
I ,136 + 0,003
s u r f a c e :  I , l 5 à 1 , 1 6
Fond (roche mère) :1,23 à 1,38
1,148 t  0 ,006
F o i e : 1 , 1 4 2 t 0 , 0 1 5
Poumons : l , l5l  + 0,01 I
O s : 1 . 1 5 6 t 0 " 1 3

Carignan et
Gariépy

1995
Lichens épiphyes, végétaux
supérieurs (épinette), sédiments
lacustres du Québec

La composition isotopique des lichens de la
vallée du St Laurent signale une origine à grande
distance (US) ' 2o6Pbf07Pb : 1,179-1,188 alors
que les émissions canadiennes donnent un rapport
206Pbf07Pb de l.l5 et les émissions US entre I,2
et 1-24

lnnocent et aL r996 Lichens en France 2o6Pbl2o7Pb : l .r2z-r.l4g

Doucet t997

Lichens : variations des isotopes du
plomb selon l'altitude dans les
Vosges et la région d'Annecy à
l'écart de toute pollution directe

- Vosges : Diminution de la contribution du
< pôle essence D et augmentation du rapport
2o6pbf07Pb avec I'altitude (1,126-1,147). La
variation du rapport 208Pb/206Pb se fait dans le
sens opposé (2, 130-2,1 12)
- Annecy : il y a peu de variation du rapport
206pbfvpb (1,128-1,136) et  208pb/2ouPb 

12,131-
2,122)

Lichens : à la proximité d'une
autoroute dans la région de Diion

-'2116ro70rro: 
t,tl+

- 2o8Pb/2o6Pb:2.125

Gelinas et
Schmit

t997

Type agricole. l: dépôts
atmosphériques ; 2: sols; 3 :
eaux; 4 : matières en suspension;
5 : écosystème dulçaquicole

,ruPb/ru,Pb

I  :  1 , 1 8 8 ;  2 :  1 , 2 7 4 ; 3 :  1 , 1 8 4 ;  4 :  1 , 2 6 3 ;  5 :
1,226 (plantes aquatiques), 1,247 (périphyton) et
1,162 (poissons)

Type urbain

206P6lo7Pb

2 :  1 ,236;  3 :  1 ,155 ;4 :  1 ,164 ;  5  :  1 ,156 (p lantes
aquatiques), I,l 6l (périphyton)

Outridge et
aL

1997 Milieu marin : dents de béluga

z06pbl2utpb

1 4 5 0 - 1 6 5 0 : 1 , 2 8 à 1 , 2 3
1 9 9 3 : 1 , 2 2 à 1 , 1 8

Marcantonio
et al.

1998
Anneaux de croissance de Cyprès
en Louisiane en secteurs
contaminés et non contaminé

Il y a deux sources de contamination : le rapport
206PbP07Pb est conélé au rapport 206Pb/20*Pb. Une
source est naturelle, la seconde est industrielle.

Source naturelle :
2o6PbfoTPb: l,2l
2o6Pb/2o8Pb : 0.492

Source industrielle :
2o6Pb/2o7Pb : l,2B
2o6Pb/2o8Pb : o,5l
(Valeurs qui correspondent aux mines de la
vallée du Missouri)
2o6PbPoTPb: l ,29-1,33
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ableau 56 (suite) : Etudes environnementales des iso du mb

Auteurs Dates Matér ie ls biologiques Résultats

Watmough
et al.

t999

Anneaux de croissance de l'érable
sycomore en secteur contaminé
(secteur A) et en secteur péri-
urbain (secteur B)

Secteur A
Pas d'évolution du rapport 206Pbf07Pb (1,16) (plomb
d'origine industrielle)

Secteur B
Période 1965-1987 :
2o6PbfoiPb: l, l6
Période 1987-1995 :
206Pbl2o7Pb : l,l7 du fait de la réduction du plomb
d'origine < trafic >
Dans les deux secteurs il y a une baisse des teneurs
en plomb du bois enffe 1960 et 1994 (antérieure à la
diminution du plomb dans les essences). 8mg/kg à
1,6 mg/kg (secteur A) et I mg/kg à 3 mg/kg (secteur
B)

Contamination des sols en secteur
contaminé (secteur A) et en
secteur péri-urbain (secteur B)

Secteur A (343 mg/kg)
2o6Pbfo7Pb : l, 197 (industrie)
Secteur B (54,7 mglkg)
2o6Pbl2o7Pb: 1,174 (vil le et trafic)

Cette approche a été également réalisée, avec succès, sur feuillus : le chêne rouge (Ault er
ol., 1970) dans le New Jersey et l'érable sycomore (Watmough et al., 1999). Ces derniers
auteurs comparent deux sites, un site industriel et un site péri-urbain. Les proportions
isotopiques mettent en évidence la contribution variable des sources industrielles et des
sources urbaines. Le chêne rouge montre bien une augmentation de la contamination par le
plomb dans le xylème entre les années 1940 (0,16 mg/kg en plomb) et les années 1960 (0,34
mg/kg de plomb), mais pas de variation à la baisse du rapport 206PbP07Pb. Il apparaît donc que
toutes les espèces d'arbres ne sont pas favorables à une étude dendrochimique des isotopes du
plomb. Par ailleurs, il a été démontré que le plomb pénètre dans le xylème plus par l'écorce et
le feuillage que par l'absorption racinaire (Lepp et Dollard, 1974; Lin et al., 1995) et que
d'autres facteurs interviennent (pH de la pluie).

Selon Watmough et al. (1999),les rapports les plus élevés en 206Pb PÙ'pb dans les sols de
surface et dans l'érable sycomore signalent que la contribution du plomb, provenant des
sources naturelles, industrielles et urbaines, est supérieure à celle provenant des émissions de
véhicules à moteur.

Carignan et Gariépy (1995) proposent les lichens épiphytes (Parmelia sulcata, Evernia
mesomorpha, Usnea sp.) comme matériel biologique pouvant, par leur composition
isotopique en plomb, permettre de définir les sources d'émission de plomb atmosphérique
dans le Sud du Québec (Canada). Pour la vallée du St Laurent, cette source est très éloignée,
appartenant au territoire américain. Les écorces ou le bois d'épinette noire (Picea mariana)
ainsi que les feuilles de feuillus donnent un signal plus radiogénique que les lichens du même
site, ceci est lié à la physiologie des lichens épiphytes, c'est-à-dire, une capacité élevée et non
sélective, à puiser dans I'atmosphère certains constituants.

Chez les animaux, les recherches concernant les rapports isotopiques du plomb sont rares
(milieu marin) ou inexistantes (milieu terrestre).

En milieu marin, Shen et Boyle (1987) ont étudié les rapports isotopiques du plomb dans
les coraux. Outridge et al. (1997) ont étudié l'évolution des rapports isotopiques du plomb
dans les dents des bélugas de la zone canadienne arctique. Chez les bélugas, une décroissance
significative des rapports isotopiques Tet en évidence I'existence d'une contamination
d'origine anthropique du milieu du XVII'"' siècle jusqu'à la fin du XVIIIième siècle et avant
I'impact de l'ère industrielle ; une décroissance plus récente entre 1775 et 1993 met en
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évidence une contamination d'origine industrielle. Certains matériels biologiques tels que les

dents qui peuvent être récolté dans les musées ou certains gisements peuvent ainsi servir à

l'établissement d'un historique de la contamination par le plomb. Cette décroissance a été

également signalée chez la loutre de mer par Smith et al. (1990).
Au niveau des écosystèmes, les recherches concernant les rapports isotopiques du plomb

sont très peu nombreuses.
En écosystème aquatique d'eau douce, citons les travaux de Gelinas et Schmit (1997) sur

la rivière des Hurons (bassin hydro-géographique agricole canadien). Ces recherches

concernent I'ensemble de l'écosystème avec, pour le compartiment biologique, le plancton,

les algues (Ctadophora), des macrophytes (Potamot, Cératophylle et des lentilles d'eau), des

limnées, des gammares et des poissons (goujons) et, pour le compartiment abiotique, l'eau,

les matières en suspension, les sols. Selon ces auteurs, les rapports isotopiques du plomb des

dépôts atmosphériques et des sols agricoles sont significativement différents. Cette différence
permet de mettre en évidence une prise préferentielle du plomb d'origine atmosphérique par

rapport au plomb du sol agricole avec comme hypothèse, une grande mobilité et

biodisponibilité du plomb atmosphérique.
Les résultats sur les macro-invertébrés sont variables, mais le rapport isotopique des

goujons montre que la signature isotopique est conservée le long de la chaîne alimentaire. Par

contre, dans un autre cours d'eau de type urbain, avec moins de matières en suspension,95o/o

de la teneur des tissus en plomb est d'origine anthropogénique. Par ailleurs, il existe une

relation directe entre I'augmentation des concentrations en plomb total des sols et la baisse du

rapport 2o6PbPo7Pb.

En ce qui concerne I'Homme, l'étude de Keinonen (1992) est complète en intégrant dans

une étude environnementale et pour la région d'Helsinki (Finlande), les sources d'émission
(essence, incinérateurs, fonderie, combustion de charbon), I'air et les compartiments de

dépôts ou d'accumulation, les sols, les sédiments de lacs, les lichens, et pour I'Homme, le

foie, le poumon et I'os (individus décédés entre 1976 et1979) (tableau 56).
L'os peut être considéré comme le meilleur indicateur de la charge en plomb pour

I'ensemble de la durée de vie, car le temps de présence du plomb dans l'os est de 30 à 70 ans.

Le foie et les poumons reflètent une accumulation récente (40 à 200 jours). C'est le foie

qui accumule le plus de composés organiques du plomb (plomb tétra-alkyle des essences) et

c'est dans le foie que I'on détecte un rapport isotopique inferieur par rapport au poumon et à

I 'os .
Le rapport 206Pb /07Pb permet d'affecter aux essences la contamination de I'air (fin des

années 70) et du sol proche des autoroutes. Par contre, le rapport isotopique des lichens

montre la contribution importante de sources industrielles (incinérateurs, fonderies, charbon).

L'étude des sédiments montre, en profondeur (âge supérieur à 100 ans), un rapport

isotopique élevé, relevant d'une nature de plomb non anthropogénique, alors qu'en surface,

les apports de plomb atmosphérique prédominent avec un rapport isotopique inférieur, proche

de celui des essences, de I'air et des lichens.
Les rapports isotopiques des organes humains sont le reflet des émissions de plomb à partir

des incinérateurs et des fonderies de la région de Helsinki dans les années 60 et 70. D'autres

auteurs avaient précédemment analysé les rapports isotopiques du plomb dans le sang
(Manton,1977 ; Facchetti, 1979 ; Yaffe et al., 1983).
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V.2. Nomenclature des échantillons : Sols, poudres métalliques,
poussières d'aciérie, hydroxydes métalliques après traitement
physico-chimique. Escargots d'élevage, escargot contaminés en
laboratoire, escargot transférés in situ.

L'étude concerne I'analyse des isotopes 'ouPb,207Pb et 208Pb, selon la méthode exposée au
chapitre Vz de la deuxième partie, de différents échantillons numérotés selon la liste ci-
dessous en fonction de leur nature et de leur provenance :

. Elevage de réference : farine Helixal@ 2ème àge, pas de numérotation. Analyse
impossible car Pb en trop faible quantité ;

Escargots d'élevage nourris I mois avec la farine Helixal@ :

nol : Escargot l;
no2 :Esca rgo t2 .

o Expérience de contamination par la poudre de plomb ;

Poudre Prolabo Rectapur- Ref. 26476-293 - Emb. usine 84282, impuretés : Cu : 0,005 et Fe :
0,005.

Poudre de plomb : n"3 : l" échantillon poudre, no4 :2è*t échantillon poudre ;
Escargot nourris I mois avec farine Helixal@ + poudre de plomb 25% : no5:
escargot l, no6: escargot 2.

o Expérience in situ: Bordure d'autoroute A3l (Bouxières-sous-Froidmont) ;

Sol bordure d'autoroute A3l (50 cm à I m de la bande d'arrêt d'urgence:no7 :
1" échantillon sol, no8 :2è^" échantitlon sol ;
Sol agricole 300m de I'axe autoroutier: no9: lt' échantillon sol, no10 : 2è^"
échantillon sol ;
Escargot transféré 1 mois dans microcosme entre 50 et 1 m de la bande d'arrêt
d 'urgence (n '11).

. Expérience in silz sur le site de I'aciérie électrique ;

Poussières de I 'aciérie électrique: n"l2: l" Echanti l lon de poussière, nol3:
2è" échantillon de poussières ;
Escargot transféré 1 mois sur le site de I'aciérie (n" A) ;

o Expérience in situ sur l'ancien site (Cedilor à Jouy-aux-Arches) et sur le nouveau site
(Cedilor à Mallancourt-la-Montagne) d'un centre d'élimination des déchets industriels
spéciaux;

Nouveau site de Mallancourt-la-Montagne ;
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* Hydroxydes métalliques résultant du traitement physico-chimique puis
passage en filtre presse. Différents échantillons distingués par la
couleur du < gâteau > de filtre presse ;

échantillon, no21 : 2è" échantillon.

* Escargots transférés 1 mois à proximité de l'unité de traitement
physico-chimique : n"22: escargot l, n"23 : escargot 2.

- Site ancien de Jouy-aux-Arches après remédiation ;

'Î' Terre de recouvrement, 3ans après végétalisation. Récolte
d'échantillons de sol selon un transect correspondant à la situation des
microcosmes avec prélèvement de 2 échantillons au niveau de 3 sous-
stations puis mélange : n"24 el25 : lè" sous-station, no26 et n"27 : 2è^'
sous-station, no28 eT n"29 : 3ttt sous-station, no30 et n"3l : mélange
par 1/3 des échantillons des 3 sous-stations ;

* Escargots transferés I mois sur le site: no32: escargot l, no33:
escargot 2.

o A titre de comparaison deux réferences ont été surimposées sur les graphiques à
savoir :

no 34: Rapports isotopiques dans les eaux de ruissellement de chaussée
(données IRH-SP Nancy) ;
no 35 : Rapports isotopiques du minerai de plomb issu de la mine de Brokken-
Hill (Doucet, 1997).

V.3. Résultats et discussion

L'étude des corrélations entre les_ rapports isotopiques des différents isotopes pris deux par
deux (lgure 77a:208PbP06Pb er 206PbÊ07Pb; figure 77b,'06pb/07pb et2}*pb/otpb ; figure
77c: 208-Pb/206Pb et 208Pb/207Pb) met en évidence I'existence de corrélations hautement
significatives, soit négative (Rt ' 0,81, figure 77a) soit positive (Rt ' 0,85, figure 77b), à
significative et négative (Rt ' 0,44, figure 77c) avec, aux extrémités des droites dé régression,
un pôle qui peut être qualifié ( essence ) ou < trafic > représenté par le sol de bordure
d'autoroute (références 7 et 8) et un pôle qui peut être qualifié de < naturel > représenté par le
sol agricole à 300 m de l'autoroute (réferences 9 et l0). Cette présentation est renforcée par la
situation du point 35, sur-imprimé au graphique figure 77a concernant le minerai de plomb
issu de la mine de Brokken-Hill (Doucet, 1997) qui fournit le plomb pour les essences
commercialisées en France. Ceci coffespond aussi pour le rapport206Pbl207Pb aux données de
Roy (1996) concernant les essences en France, de Keinonen (1992) pour un sol de proximité
autoroutièI^._ (touPb/207Pb - 1,136), aux données de Gelinas et Schmit (1997) po.rt un sol
agricole (06PbP07Pb : 1,274) et enfin aux données de Taylor et Mc Lennan (iqgs) sur la
croûte continentale supérieure (206Pb/20tPb - l,lg2-1,21 5).



Partie III - page 254

Dans l'étude de l'autoroute A3 1 , la contamination du sol de proximité est presque

exclusivement d'origine << trafic >>, I'abaissement du rapport 206PbP07Pb par rapport à la

réference 35 indique la combustion d'essences d'origines variées par exemple d'essences
anglaises à rapport206Pbl207Pb de 1,059 à 1,079 donc inférieur à celui du minerai de Brokken-

"tillïilil"rerne le rapport isotopique 206PbPo7Pb de l'escargot référence I I transféré en
rtion des escargots avant transfert (références 1
:t un déplacement vers le pôle ( essence >> tout
: inférieur de l'essence.
r la décroissance suivante :

Elevage (réferences 1 et 2:1,161) > Escargottransféré àproximité autoroutière (réference

l1 : l , 15 l )>M ine ra ideBrokken .H i l l , eSSence f rança i se ( l , l 3 )>
autoroutière A31 (réferences 7 et 8 : l,l2).

La capacité des escargots à fournir une information sur l'origine de la contamination par le
plomb est vérifiée en ce qui concerne le transfert sur le site de l'aciérie électrique avec une

situation très groupée d'une part, des références 12 et 13 concernant les rapports isotopiques
des poussières et, d'autre part, de la référence 14 concernant les rapports isotopiques de

I'escargot transféré I mois sur site.
Il en est de même, mais dans une moindre mesure, en ce qui concerne le transfert des

escargots sur le site de Cedilor Mallancourt (réferences 15 à 23). Dans ce cas, la

contamination est liée à des sources de multiples origines en fonction des déchets à inerter par

traitement physico-chimique et dont la diversité se voit par les couleurs différentes des boues

d'hydroxydes métalliques obtenus. La réponse, chez I'escargot, est également variable :

I'escargot 1 (référence 22) présente un rapport isotopique variant peu par rapport à l'escargot

d'élevage (réference l) alors que I'escargot 2 (référence 23) présente un déplacement des

rapports isotopiques vers le pôle << naturel > (points 9 et l0). Dans ce cas, on peut proposer
que cet individu ait été plus en contact avec des poussières relevant d'ung^gomP^gsition
iiotopique plus proche dupôle << naturel >. Selon Metzger (1998), un rapport206Pbl20tPb de
1,15 à 1,16 signale une activité anthropique de type industriel, ce qui correspond au rapport
206PbP07Pb de 1,167 pour 1'escargot de réference 23.

L'étude isotopique, en laboratoire, après ajout à I'aliment d'une poudre de plomb d'origine
connue, permet de constater la sensibilité de la réponse chez I'escargot. En effet, les escargots
d'élevage, nourris seulement avec la farine Helixal@, présentent un rapport isotopique
206PbP07Pb de 1,161 ; après I mois en présence de farine contaminée par une poudre de plomb

de rapport isotopique 206PbP07Pb de 1,174 à 1,175 (référencgs 3^^gt 4), celui-ci augmente
également chez lei escargots avec un rapport isotopique 206PbP07Pb du même ordre de
grandeur: 1,170 à 1,177 (réferences 5 et 6). La connaissance du minerai d'origine de la
poudre aurait pu fournir une indication supplémentaire mais la firme commercialisant la
poudre n'a pas souhaité ou pu fournir cette indication.

L'expérience de transfert d'escargots sur le site remédié de Cédilor-Jouy-aux-Arches
(référence24 à 33) est un cas intéressant, très différent des précédents. En effet, ulg^lt que les

échantillons de sol (réferences 24 à 3l) présentent des rapports isotopiques 206PbP07Pb

groupés entre 1,1 83 et l, 187 , proches du pôle << naturel > et en adéquation avec les données de

Croudace et Cundy (1195) pour le plomb naturel dans les sols, les escargots transférés-sur le

site présentent par rapport au lot d'origine (référence 1 et 2 àrapport isotopique 206PbP07Pb de
1 ,16l ) un abaissement de ce rapport à I,152-l ,l 53 donc un déplacement vers le pôle
( essence >. Il y a donc une nette discordance sur l'origine du plomb bioaccumulé et celui
présent dans le sol, entre le diagnostic à partir du sol et celui à partir des escargots.
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La connaissance du site permet de proposer une hypothèse explicative. En effet, le site, en
flanc de colline, est sous I'influence des rejets liés à un trafic automobile très important du fait
de l'existence proche d'une nationale à trafic élevé permettant de rejoindre soit I'autoroute
A31 (saturée), soit une très importante zone commerciale péri-urbaine (Metz) connue pour ses
embouteillages. Dans le cas présent, il apparaît donc comme plausible que les escargots
reflètent plus rapidement que les sols une contamination d'origine < trafic )) en consommant
une végétation herbacée dense faisant écran protecteur vis-à-vis du sol.

L'abondance de la végétation et sa diversité (annexe 1) peut aussi expliquer une moindre
consommation du sol et plus de consommation de parties vertes aériennes recevant les dépôts
atmosphériques contaminés par le plomb d'origine < trafic >. Hopper et al. (1991) signalent
les rapports isotopiques 206Pbf07Pb variant de l,l3 à 1,155 dans les aérosols d'Europe de
l 'ouest.

Il convient également de prendre en considération la possible contamination par les rejets
atmosphériques de I'activité industrielle de Cedilor avant sa fermeture (unité d'évapo-
incinération et traitement physico-chimique).

L'argumentation aété principalement faite en considérant le rapport isotopique 206Pbl207Pb

car c'est celui dont on possède le plus de données ; cependant, elle demeure inchangée quant à
ses conclusions si on prend en compte les autres rapports isotopiques. L'étude
bibliographique a montré I'intérêt de l'étude des isotopes du plomb dans le matériel
biologique végétal (lichens et anneaux de croissance de différentes espèces d'arbres). Cette
première étude originale concernant des mollusques gastéropodes terrestres permet de
diversifier les organismes permettant un diagnostic sur I'origine de la contamination par le
plomb.



COxCLUSION DE LA TROISIEME PARTIE

Les escargots peuvent être retenus comme bioindicateurs de contamination et être utilisés
pour détecter et quantifier les niveaux de pollution du biotope et de la biocénose en mesurant

les concentrations en micropolluants métalliques, biologiquement disponibles, directement

dans I'organisme entier ou plus effîcacement, cofirme nous I'avons VU, dans la masse

viscérale.
Parmi les critères établis par Butler et al. (1971), Haug et al. (1974), Philips (1977) et O

Brian et al. (1993) pour le choix d'une espèce bioindicatrice, les escargots, et plus

particulièrement Helix aspersa aspersa, présentent un bilan très favorable :

- Ils accumulent certains métaux dans une gamme allant de la microconcentration à
la macroconcentration :

- Ils tolèrent des variations des conditions du milieu ;

- Ils sont présents, comme nous I'avons vu, sur des zones polluées ou peuvent y être

transférés :

- Leurs déplacements sont limités et ils peuvent être considérés comme sédentaires et

représentatifs de la zone de collecte ;

- L'aire géographique est très étendue, ce qui permet des comparaisons entre des
sites très éloignés ;

- Les populations sont abondantes et les individus peuvent être récoltés rapidement et

en quantité suffisante ;

- La durée de vie est suffrsante pour permettre l'échantillonnage de plusieurs classes
d'âge ;

- La taille est suffisante pour permettre des analyses sur I'organisme entier et même
sur certains groupes d'organes ou organes séparés ;

- L'identification et l'échantillonnage de l'espèce sont facilement réalisables sur le

terrain :

- L'élevage est accessible par tout laboratoire et des aliments contrôlés sont

désormais disponibles et permettent la production d'individus proches d'un
standard.

Les escargots sont en étroite association avec leur biotope ce qui permet une exposition

optimale. Il faut souligner la surface de contact entre I'animal et le sol lorsque le pied est

étendu ; I'absorption d'eau, de terre, de végétaux, d'air en ce qui concerne les gastéropodes

pulmonés. Le niveau de contamination est donc le reflet direct ou indirect de celui de ces

différentes sources.
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L'étude des lots provenant de la nature a montré la possibilité de disposer d'animaux
témoins provenant de zones non polluées avec, dans les cas les plus favorables, des
concentrations en métaux inférieurs à celles d'animaux d'élevage dont I'aliment n'est pas
contrôlé en ce qui concerne la concentration en métaux.

La capacité bioindicatrice par bioaccumulation a d'ailleurs pour corollaire la nécessité du
contrôle de l'aliment utilisé en héliciculture et également celle des effectifs récoltés en milieu
naturel pour la consommation humaine.

Le critère non respecté pour tous les métaux retenus est celui de I'existence d'une
corrélation simple entre la charge polluante dans I'organisme et la concentration moyenne
dans le biotope étudié. Nous avons mis en évidence une effic acité supérieure en analysant la
masse viscérale ceci en liaison, d'une part avec les fonctions spécifiques de la glande
digestive dans la décontamination et, d'autre part avec son volume important.

Le rein, bien que de volume moindre que celui de la glande digestive, représente aussi,
dans la masse viscérale, un organe mobilisé dans l'élimination des métaux (Cf 4" " partie).

Sur les 8 métaux étudiés, il apparaît que la corrélation est significative et positive entre la
concentration dans I'aliment et la concentration dans l'organisme : pour le cuivre dans le pied
et la masse viscérale avec macroconcentration, pour le zinc dans la masse viscérale avec
microconcentration, pour le manganèse dans les viscères avec déconcentration, pour le plomb
dans le pied avec déconcentration. Pour le cadmium dans les viscères, il y a
macroconcentration mais la corrélation n'est pas significative pour la gamme de concentration
en cadmium dans l'aliment qui a été étudiée. Pour les autres métaux (Ni, Fe et Cr), nous
avons cependant proposé une grille de contamination qui permet d'établir une hiérarchie dans
la contamination des sites étudiés sans qu'il soit possible d'en déduire le niveau moyen de
contamination. La sommation des indices de classes obtenus pour chacun des métaux permet
l'établissement d'un indice polymétallique (ICPM), reflet de la contamination métallique
globale.
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Introduction

Cette partie traitant de l'histologie optique, électronique et de la microanalyse EDX et EEL
est structurée avec pour objectif de suivre la pénétration puis la circulation et I'excrétion des
métaux dans l'organisme à savoir :

- La voie principale de pénétration qui est la voie digestive avec selon
t'":oï,;"::ïi::,.e 

er ses robures (chap*re r)

. L'intestin proximal (chapitre II)

Ce choix a été fait en tenant compte des données bibliographiques (Çf, I è" partie, chapitre
ilI). Des études ultérieures, sur les autres structures digestives, doivent cependant être
entreprises pour réaliser un bilan complet sur le transit des métaux par la voie digestive.

- La voie principale d'élimination par le rein (chapitre III) avec prise

"" 
:"i::';,,."cyres
. Du canal excréteur

Cette étude du rein a été spécialement développée compte tenu des études antérieures,
moins approfondies que celles concernant le tube digestif. Le chapitre IV concerne une
comparaison des concrétions de la glande digestive et du rein chez Helix aspersa aspersa.
Une comparaison des concrétions de la glande digestive et du rein entre Helix ospersa
aspersa et Helix pomatia fait I'objet du chapitre V.

- Les cellules sanguines circulantes (hémocytes) réalisant une part
importante du transfert des organes de pénétration vers les organes
d'excrétion

- Les cellules spécialisées du conjonctif péri-viscéral et pédieux telles
que les ( pore cells >> et les cellules à calcium du conjonctif font
I'objet du chapitre VI. Une obserryation préliminaire concerne
également la localisation du plomb dans les neurocytes

Le chapitre VII présente une synthèse avec proposition et discussion des voies de passage,
de transport et d'élimination de la silice et des métaux.

La contamination a été effectuée, principalement, par ajout de métaux sous forme
particulaire (poudre de zinc ou de plomb et poussières d'aciérie électrique) dans I'aliment ou
le sol. La contamination par ajout d'un sel de cadmium lors de I'expérience préliminaire de
I'essai inter-laboratoire du test de croissance, a donné lieu à une recherche de localisation du
cadmium.

Pow des raisons d'allégement des légendes des planches histologiques, les abréviations
sont explicitées dans la liste des abréviations jointe en annexe.
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Chapitre I : Rôle de la glande digestive dans I'absorption des
métaux sous forme particulaire ou dissoute.

I.1. Etude histologique de la glande digestive chez le témoin (microscopie
optique et électronique)

Les données bibliographiques (Cf partie I, chapitre III) étant importantes, l'étude
entreprise a eu pour objectif de connaître la structure et I'ultrastructure des différents types
cellulaires de la glande digestive afin de préciser ultérieurement la localisation des différents
métaux dans les organites cellulaires.

La figure 78 donne une représentation schématique des deux types cellulaires, cellule
digestive et cellule à calcium, d'un lobule de la glande digestive réalisée à partir
d'observations en microscopie optique et électronique dont les planches IVr à IVe fournissent
une représentation.

L G D

Figure 78 : Représentation schématique de I'ultrastructure des différents types cellulaires d'un lobule de
la glande digestive (échelle = I pm).
CD : cellule digestive dans la phase d'assimilation; CD Exc. : cellule digestive dans la phase
d'excrétion ; C. Ca : cellule à calcium
Légendes : Cl liste des abréviations

v

C R
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I.1.1. Les cellules digestives

Les cellules digestives sont des cellules à bordure en brosse, faisant protubérance dans la
lumière de la glande digestive, avec un noyau basal d'environ 2pm dans le plus grand
diamètre. Lajonction apicale intercellulaire est réalisée par des zonula adherens. L'activité
d'endocytose est importante à la base des microvillosités, plus sont abondantes chez la cellule
digestive en phase d'assimilation que chez la cellule en phase d'excrétion. La membrane
cytoplasmique basale présente de nombreuses invaginations (planche IV+, figures I à 5).

I.l.l.l. La cellule digestive en phase d'assimilation (planche IVr, figures I à 4)

La cellule digestive en phase d'assimilation présente, dans le cytoplasme apical, de
nombreuses mitochondries avec des crêtes transversales, des vésicules d'endocytose, des
microtubules, des vésicules lipidiques en formation et du glycogène en rosette. Le cytoplasme
médian se caractérise par un appareil de Golgi actif (lysosomes primaires), des péroxysomes à
nucléoïde avec leur cupule de réticulum endoplasmique, des vésicules lipidiques bien
formées, des mitochondries et peu de réticulum endoplasmique lisse. Le cytoplasme basal
montre un accroissement du volume des lysosomes secondaires puis tertiaires.

I.l.l .2.La cellule digestive en phase d'excrétion (planche IV1, figures 2 à3)

La cellule digestive en phase d'excrétion se caractérise par son importante vacuolisation et
par l'accroissement du volume des vésicules lipidiques. Les corps résiduels présentent des
figures myéliniques et des lipofuscines. En observation in vivo, les corps résiduels sont
colorés en jaune. Dans le cytoplasme, on note la présence de grains de phosphate de calcium
et dans les citernes du réticulum endoplasmique lisse des accumulations d'hémocyanine. Les
cellules en phase d'excrétion sont moins nombreuses que les cellules en phase d'assimilation :
au maximum 2 à 3 par lobule.

1.1.2. Les cellules à calcium (planche IVr, figures lr2 et 4)

Les cellules à calcium se caractéisent par un remplissage du cytoplasme par de très
nombreuses concrétions de differentes tailles. Leur forme est soit celle d'une bouteille à base
plus ou moins globuleuse avec un noyau basal sphérique plus volumineux que celui des
cellules digestives avec un diamètre de 4pm. Le pôle apical est restreint, entouré par les
protubérances apicales des cellules digestives. Certaines concrétions sont proches d'être
libérées dans la lumière de la glande digestive. Les organites cytoplasmiques sont moins
diversifiés que dans la cellule digestive avec du réticulum endoplasmique granuleux, des
mitochondries, du Golgi et des grains de sécrétion s'accumulant vers le pôle apical.

Les concrétions présentent des couches concentriques dont certaines se colorent en bleu-
violet par le bleu de toluidine. Le noyau de chaque concrétion est en général plus clair.

En microscopie électronique, planche IV5 figures 2 et 3, chaque concrétion se forme dans
une vacuole à membrane simple et montre une succession de couches électrondenses et non
électrondenses. A la périphérie, l'électrondensité se renforce et du matériel fibrillaire ou
granuleux est en cours de condensation.

La coloration de Môller des coupes de la glande digestive du témoin n'est jamais positive,
ce qui permet de conclure à I'absence de plomb (planche IV1, figures 2 et 3). La coloration
jaune à brune des corps résiduels existe déjà in vivo.
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Planch" t:tiffïTlogie de la glande digestive d'un animal témoin (échelle

1- Coupe transversale dans un lobule de la glande digestive (coupe à la paraffine
colorée au trichrome ; G x 400)

Cellules à calcium peu colorées avec un noyau sphérique volumineux (A :4 pm).

Cellules digestives à bordure en brosse. Leur noyau est plus petit (Q :2 frm) que celui
des cellules à calcium. Le cytoplasme est coloré en bleu-vert, au pôle apical, avec la
présence de vacuoles digestives, augmentant de taille et se colorant en rouge vers le
pôle basal.

2- Coupe transversale d'un lobule de la glande digestive (coupe à la paraffine
colorée au Môller et au bleu de toluidine ; G x 400)

Il n'y a aucune réaction positive au Môller.
Les cellules à calcium présentent des concrétions colorées en rose-violet avec des
couches concentriques.
Les cellules digestives sont d'aspect granuleux. Trois cellules sont au stade dit
< excréteur > avec un volumineux corps résiduel coloré déjà << in vivo )) en jaune brun,
formé dans un phagolysosome ou lysosome tertiaire.

3- Corps résiduel dans les cellules digestives au stade d'>>excrétion (coupe à la
paraffine colorée au Môller seul ; G x 400)

Structure hétérogène du corps résiduel (lipides et lipofuscines)

4- Coupes transversales de plusieurs lobules de la glande digestive (coupe semi-fine
colorée au bleu de toluidine ; G x 250)

Cellules à calcium avec des concrétions au centre clair et périphérie opaque.
Cellules digestives claires dont certaines avec de grandes vacuoles et des corps
résiduels.
Dans le conjonctif inter-lobulaire, présence de cellules à calcium libres du conjonctif.
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Planche IVz : Histologie de la glande digestive d'animaux de sites
contaminés (1 et 2) ou contaminés par ajout de poudre de plomb
dans la nourriture (3 et a) (échelle = 10 Fm)

- 1 et 2 : coupes transversales semi-fines dans les lobules de la glande digestive
d'animaux transférés à proximité d'une autoroute

1- Tissu n'ayant pas été traité aux sulfures (coloration au bleu de toluidine; G x
400)

Cellules à calcium chargées en concrétions.
Cellules digestives au stade d'endocytose ou d'excrétion avec des vacuoles contenant
des corps résiduels très opaques.

2- Tissu ayant été traité aux sulfures (pas d'autre coloration ; G x 250)

Cellules à calcium dont certaines concrétions donnent une réaction positive très noire.
Cellules digestives avec des vacuoles digestives qui sont colorées soit en noir soit en
brun-vert.
Les corps résiduels ont une réaction très positive avec une formation de sulfures
métalliques.

- 3 et 4: coupes transversales dans les lobules de la glande digestive d'animaux
contaminés par ajout de poudre de plomb dans la nourri ture

3- Coupe semi-fine (coloration au bleu de toluidine ; G x 250)

Cellules à calcium avec certaines concrétions très opaques.
Cellules digestives avec beaucoup d'entre elles au stade < excrétion )).
Les corps résiduels sont très denses et opaques.

4- Coupe à la paraffine (coloration au Môller seul ; G x 400)

Cellules à calcium avec des concrétions colorées en jaune et présence de grains
opaques (présence de plomb).
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Planche IV3 : Histologie de la glande digestive doanimaux contaminés par
ajout de poudre de plomb dans la nourriture (échelle : 10 pm)

1- Coupe transversale d'un lobule avec un secteur de cellules à calcium et un autre
de cellules digestives (coloration au Môller seul I G x 1.000)

Cellules à calcium à réaction positive avec couronne de grains s'incorporant à la
couche périphérique (Pb). Structure en couches concentriques des concrétions, bien
visible. Réaction également positive au niveau des vacuoles cytoplasmiques des
cellules digestives avec vacuoles digestives à grains métalliques et réaction positive
(Pb)

2' Détail d'un secteur de lobule avec des cellules à calcium et des cellules digestives
(coloration au Môller et au bleu de toluidine ; G x 1.000)

Dans les cellules à calcium, présence très nette d'amas discontinus à réaction positive
(Pb) à la surface des concrétions.
Dans les cellules digestives, réaction positive (Pb) visible dans certaines vacuoles mais
en majorité masquée par I'afflrnité du bleu de toluidine mettant en évidence le contenu
hétérogène des vacuoles formées par endocytose puis coalescence.

3- Détail d'un secteur de canal de la glande digestive (coloration au Môller seul 1G
x 1.000)

Dans la lumière, présence de déchets cellulaires avec des concrétions libérées par
les cellules à calcium des lobules et dans les cellules du canal de nombreuses vacuoles
à réaction positive et grains opaques (Pb).
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Planche IVr : Ultrastructure de la glande digestive d'un animal témoin
(échelle = 0,5 pm)

l. Microvillosités de la bordure en brosse du pôle apical d'une cellule digestive (G x
15.000)

Microfilaments d'actine au centre des microvillosités et jonction senée entre deux
cellules digestives voisines.

Endocytose au pôle apical d'une cellule digestive (G x 15.000)

Présence de vésicules d'endocytose (vésicules à manteau), du REG pariétal, des
mitochondries et d'un espace intercellulaire entre les membranes plasmiques latérales.

Phagolysosomes d'une cellule digestive avec membrane, corps résiduel avec
lipides et lipofuscines (G x 5.000)

Dans le cytoplasme notez la présence de vésicules lipidiques, d'hémocyanine, de
dictyosomes, du REG et des péroxysomes.

Agrandissement d'organites cytoplasmiques (G x 15.000)

Présence de trois vacuoles digestives avec membrane et corps résiduel.
Dans le cytoplasme, présence de vésicules lipidiques, du REG associé à des
péroxysomes, de grains de phosphate de calcium. Les péroxysomes présentent une
membrane simple, un nucléo'ide central et d'une matrice granuleuse.

Détail de la biosynthèse de l'hémocyanine dans des vésicules du REL (G x 15.000)

Présence de mitochondries à crêtes sacculaires.

2.

3.

4.

t .
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Planche IVs: Ultrastructure de la glande digestive d'un animal témoin;
Cellule digestive (figure 1) et cellule à calcium (figures 2 et 3) (échelle = 0,5
pm)

1- Détail d'un corps résiduel, d'une cellule digestive avec membrane du
phagolysosome, lipides osmiophiles, début de figure myélinique, lipofuscine
d'aspect granuleux (G x 20.000)

2- Cellule à calcium avec 4 concrétions de phosphate de calcium (sphérocristaux)
contenu dans des vacuoles (G x 7.500)

Le granule A est en cours d'expulsion vers la lumière de la glande digestive.
Le granule B est proche de la membrane apicale.
Les granules C et D sont plus en profondeurs.
Les granules A, C et D présentent des couches concentriques successivement
électrondenses et non électrondenses révélant la nature mixte avec une partie minérale
de phosphate de calcium et une partie organique osmiophile. La partie centrale du
granule B a été énuclée pendant la coupe.
Les microvillosités appartiennent à une cellule digestive bordant l'autre côté de la
lumière de la glande digestive.
Le cytoplasme présente un REG abondant, tubulaire et sacculaire ainsi que des grains
de sécrétion et des mitochondries.

3- Détail d'une concrétion (G x 15.000)

Il y a une mise en évidence de la structure concentrique avec des couches
électrondenses et non électrondenses.
Notez la membrane entourant la vacuole avec, en son centre, un ensemble minéralo-
organique formé et, autour, de la matière non encore intégrée à la concrétion ({,)
La partie centrale a été énuclée lors de la coupe.
Dans le cytoplasme il y a du REG, des mitochondries et une vésicule lipidique.
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Planche IV6 : Ultrastructure de la glande digestive d'animaux contaminés
sur site autoroutier (fig. 1) ou par de la poudre de plomb dans la
nourriture (fig. 2 et 3) (échelle = 0,5 pm)

1. Détail de corps résiduels d'une cellule digestive et de concrétions de cellules à
calcium (coloration au sulfure d'ammonium - G x 7.500)

La présence de métaux est mise en évidence dans les phagolysosomes et sur le
pourtour de la concrétion en formation (le centre a été arraché lors de la coupe).

2. Pôles apicaux de cellules digestives (G x 7.500)

Présence de microvillosités bordant la lumière de la glande digestive.
Figures d'endocytose puis coalescence avec une formation de phagolysosomes
contenant des granules métalliques (Pb).

3. Cellule à calcium (G x 10.000)

Mise en évidence de I'incorporation en périphérie des concrétions, arrachées pendant
la coupe, de granules métalliques formant des amas très électrondenses (Pb).
La membrane de la vacuole enveloppant la concrétion est visible autour de la
concrétion ( 1).
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I.2. Etude histologique de la glande digestive d'escargots contaminés par
des métaux.

1.2.1. Microscopie optique

Les lobules de la glande digestive d'individus transférés en proximité autoroutière donne
une réaction positive aux sulfures métalliques (planche IV2, figures I et2).

Les lobules de la glande digestive d'individus contaminés par ajout de poudre de plomb
dans la nourriture montrent des corps résiduels plus nombreux et plus volumineux (planche
IVz, figure 3). Après coloration au Môller (planche IV2, figure 4), il y a une réaction positive
à la présence de plomb, d'une part, dans les concrétions des cellules à calcium et, d'autre part,
dans certaines vacuoles des cellules digestives. L'observation à fort grossissement (planche
IVr, figures I et 2). après coloration au Môller, met en évidence une réaction positive au
plomb au niveau de la couronne de grains entourant les concrétions des cellules à calcium et
une réaction positive dans les vacuoles digestives des cellules digestives.

Les cellules des canaux de la glande digestive présentent également (planche IV3, figure 3)
une réaction positive au niveau de très nombreuses vacuoles. La lumière du canal contient des
concrétions expulsées par les cellules à calcium et présentant une couronne de grains à
réaction positive au plomb.

1.2.2. Microscopie électronique (MET)

La coloration aux sulfures métalliques de coupes, provenant d'individus contaminés par
ajout de poudre de plomb dans la nourriture, montre une réaction fortement positive au niveau
des corps résiduels et des vacuoles digestives des cellules digestives (planche IV5, f,rgure I ;
planche IVo, figures I à 3) ainsi qu'au niveau des couches en formation des concrétions des
cellules à calcium.

I.3. Etude par microanalyse de la localisation des métaux dans les cellules
de la glande digestive

Le tableau 57 regroupe toutes les données de la microanalyse de la glande digestive.
Deux catégories cellulaires ont été étudiées à savoir :

. Les cellules disestives

Cette étude porte principalement sur les cellules digestives en phase d'assimilation.
Les cellules digestives en phase d'excrétion, à corps jaune, en nombre réduit, ont

seulement pu être étudiées en microanalyse dans le cas de I'exposition aux poussières
d'aciérie.

o Les cellules à calcium aussi appelées cellules basophiles (Cajaraville, 1995)



[.3.1. Les cellules digestives et discussion

I.3.1.1.  Les cel lu les digest ives

Chez les témoins (tableau 57 , ligne 1 ; planche IVr, figure 1), les cellules

digestives étudiées, par EDX, montrent la présence de vacuole d'endocytose
confluant avec des vésicules lysosomiales. Aucun métal n'a été détecté. La
présence de Si, P, S et de la matière organique (C' N et O) a été mise en

évidence (Cl provient de la résine).
En présence de poudre de zinc dans la nourriture (tableau 57,ligne 2 ; planche

IVr, figure 2), il y a bien pénétration de zinc particulaire, présence d'autres

éléments (Si, P' S et Fe) et de matière organique (C, N et O) en voie de

digestion.

En présence de poudre de plomb dans la nourriture (tableau 57, ligne 3 ; planche

IV7, figure 3), il y a, au sein de phagolysosomes, des résidus organiques dont les
parties électrondenses contiennent Zn, Pb, Fe, Cu ainsi que P, Ca, Mg et S- La
partie non électrondense, périphérique aux inclusions, contient Pb, Zn,, P et S
(tableau 57, ligne 4 ; planche IVz, figure 4).

En présence de poussières d'aciérie dans la nourriture (tableau 57, lignes 5 à 7 ;
planche IV7, figures 5 à7), il y a, d'une part, confirmation d'une absorption de

Si associé à Al avec Mg et Ca dans les vacuoles présentant un floculum peu

osmiophile (table au 57 .ligne 5 ; planche IVz, figure 6). Des phagolysosomes, à

inclusion osmiophile, contiennent Na, Si, S, Ca, Zn, Al, Mg et Fe (tableau 57,

ligne 6 ; planche IV7, figure 7). Du côté basal de la cellule digestive en phase

excrétrice, dans de plus grands phagolysosomes, des corps résiduels de formes

variées contiennent N4 Zn, Ca, Mg, Si et Al (tableau 57, ligne 7 ; planche IVz,

figure 5 et figure 79).

Figure 79 : Observation en microscopie électronique d'un corps résiduel de cellule digestive (G x 8.800)

/ Les escargots mis en présence de cadmium (444 ppm) dans le sol artificiel et
pendant 4 semaines (planche IVr, figure I à 1 1) présentent une grande diversité

selon les organites étudiés :

,/
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Planche IV7 : Microanalyse de la localisation des métaux dans les cellules de la
glande digestive
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o Des grains électrondenses du cytoplasme (tableau 57, ligne
figure 8) riches en P et Ca contiennent aussi S, Si, Mg. Cd et K.

planchelVT,

o Des vésicules lysosomiales à différents stades contiennent :

{. Tableau 57, ligne 9 ; planchelVT, frgure 9 : P, Na, Ca, Zn, Al, S,
cd, K, (Pb) ;

* Tableau 57, ligne
* Tableau 57, ligne

Cd, Zn, (Pb).

; planche IV7, figure 10 :
planche IV7, figure I I :

S, P, Si; Cd, Ca, Fe,
P, S, Ca, Al, Si, Na,

10
1 l ;

Si. Mg,

Pb ;
Mg, Fe,

I .3.1.2.  Discussion

./ Présence de Si et Al

Lorsque les animaux reçoivent comme nourriture, soit de la farine sans ajout, soit de la
farine avec ajout de poudre de zinc et de plomb, l'élément Si est détecté, non associé à Al. En
présence d'apport de sol naturel ou artificiel (poussières d'aciérie mélangées au sol et à la
nourriture, sel de cadmium mélangé au sol artificiel contenant du kaolin) Si est très souvent
associé à Al ce qui signale une origine terrigène de silicates d'alumine comprenant aussi K,
Ca, Mg et Na.

,/ Présence de métaux

En dehors de l'élément ou des éléments métalliques fournis en ajout au sol ou à la
nourriture (Zn, Pb, mélange de métaux dans le cas des poussières d'aciérie, Cd), d'autres
métaux sont détectés et proviennent soit des éléments constitutifs de la farine soit des
éléments constitutifs du sol artificiel (tourbe, kaolin).

Dans l'expérience d'ajout de poudre de zinc, le fer est détecté.
Dans I'expérience d'ajout de poudre de plomb, le fer et le cuivre sont détectés. La présence

de cuivre est à rapprocher de la capacité de la cellule à réaliser la biosynthèse de
I'hémocyanine.

En présence de poussières d'aciérie de composition variée, le zinc et le fer sont détectés.
Le matériel analysé ayant fait I'objet d'un traitement au citrate de plomb, celui-ci n'a pas été
retenu dans I'analyse du spectre.

En présence d'un sel de cadmium mélangé au sol artificiel, la diversité en autres métaux
est maximale avec du zinc, du fer et du plomb à des niveaux bien supérieurs, pour le zinc et le
fer, à ceux détectés lorsqu'il y a apport de farines. Il convient donc, dans I'avenir, de réaliser
I'analyse des métaux présents dans les differents éléments constituant le sol artificiel.

,/ Présence de P, S et Ca

+ Pour une grande proportion, il est convenu que les éléments P et S sont associés
aux matières organiques. Cependant, la formation de sulfures métalliques est
possible. Par ailleurs, le métabolisme particulier du calcium chez les
gastéropodes explique la présence, âu sein du cytoplasme, de grains en
formation constitués de phosphates de calcium, de magnésium et de potassium
(planche IV7, figure 8). La présence simultanée de phosphates et de métaux
lourds est fréquente :



Parlie IV -page279

* Planche IV7, figure 3 : P, Ca, Fe, Cu, Zn,, Pb

* Planche IV7, figure I : P, Ca, Cd

':' Planche IV7, figures 9, l0 ou ll : P, Ca, Cd, Zn,Fe, (Pb)

Aux éléments détectés par EDX, il convient d'ajouter le sodium détecté par analyse
LAMMA dans le cas de la contamination par de la poudre de plomb (figure 80).

:  Masse mlz
Figure 80 : Spectre LAMMA d'une cellule digestive

1.3.2. Les cellules à calcium

,/ Une étude plus approfondie concerne les constituants des concrétions qui
présentent une alternance de couches claires, globalement peu osmiophiles, peu

électrondenses, et de couches sombres, plus électrondenses et osmiophiles. Chez
les témoins, la nature prépondérante phosphocalcique est confirmée avec
présence de P, O, Ca, Mg et K avec des traces de Fe, Cu, Zn (tableau 57,ligne
12; planche IVs, figure l). Le spectre EEL permet. d'obtenir le spectre
caractéristique du phosphore. Sa nature <phosphate> PO+'- ou (pyrophosphate>

PzOtz- a été précisée par réference à des étalons ; il s'agit de pyrophosphates
(figures 8l a, b et c).

,/ En présence de poudre de zinc (25% dans I'aliment), la surcharge en zinc est
constatée dans les concrétions avec O, P, Ca, Mg, Si, K et Zn (tableau 57, ligne
13 ; planche IVs, figure 2). La présence simultanée de Si ne sera que rarement
détectée dans les autres expériences.

u
's 40

E
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{ En présence de poudre de plomb (25% dans I'aliment), la surcharge en plomb est
constatée faiblement au centre de la concrétion (tableau 57,ligne 14; planche
IV3, figure 3) avec O, P, Ca, Mg, K et des traces de Pb, Cu et Zn. A la périphérie
de la concrétion, la couche de pyrophosphates de calcium en formation contient
beaucoup plus d'éléments dont des métaux Pb, P, O, Ca et des traces de Mg, Cu,
Zn,Fe et Cd (tableau 57, ligne 15;planche IVs, figure 4). Dans le cytoplasme,
des grains électrondenses contiennent les futurs éléments constitutifs de la
concrétion : Pb, O, P, Ca, Mg, Fe, Cu et traces de Zn (tableau 57, ligne 16 ;
planche IVr, figure 5).

H.A2F.p T-2.i ranrBkrd

I il; lr{} JiO l(I} .l_f0

[ :- t t trgs Loss (c' \ ' i

a : Spectre EEL d'une concrétion de cellule à calcium

Eneqy tors (oV)

c : Spectre EEL d'un étalon POo3-
Figures 81 a, b et c : Identification des formes de phosphore des concrétions des cellules à calcium

Energy tÆr {.vl

b: Spectre EEL d'un étalon PzOf-



En présence de poussières d'aciérie en ajout dans le sol (25%) et I'aliment
(25%), une diversité differente est mise en évidence dans les concrétions avec
présence de O, P, Ca, Mg, Na, K, Znet Pb mais aussi parfois de Mn (tableau 57,

lignes 17 à 19 ;planche IVs, figures 7 à9). Ce dernier élément n'a pas été mis en

évidence dans les autres types de contamination, exception faite de faibles traces

lors de la contamination par le cadmium . La présence de zinc est d'autant plus

importante que I'on effectue la microanalyse à la périphérie de la concrétion
(planche IVs, figures 7 à 9 et cliché B). Par ailleurs, des grains électrondenses du

cytoplasme, très osmiophiles, sont très riches en S et Si avec moins de Ca et de

Mg. La présence simultanée de Al, parfois nette, reste à confirmer (table au 57 ,
ligne 20 ; planche IVs, figure 6 et cliché A x 1 1.500).

En présence de cadmium (444 ppm dans I'aliment), celui-ci n'est jamais détecté

dans les concrétions qui présentent les éléments suivants : O, P, Ca, Mg et K et

de faibles traces de manganèse (tableau 57 , Ligne 2l ; planche IVs, figure l0).
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Planche IVs : Microanalyse de la localisation des métaux dans les cellules à
calcium
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Chapitre II : Rôle de I'intestin proximal dans I'absorption des
métaux

II.1. Etude histologique de I'intestin proximal chez le témoin
(microscopie optique et électronique MET)

Compte tenu des données existantes et présentées dans l'étude bibliographique,
I'observation des deux types cellulaires de l'épithélium intestinal a eu pour objectif d'établir
les structures de référence permettant de préciser, par la suite, celles concernées par la
présence de métaux (figure 82 et planche IVe, figures I et 3 ; planche IVlo, figure 1).

II.1. l. L'entérohépatocyte

L'entérohépatocyte est une cellule épithéliale (planche IVrz, figure 1), prismatique, à
bordure en brosse très développée avec une activité d'endocytose très intense au pôle apical.
Du côté basal, des invaginations de la membrane plasmique signalent une activité de transfert
vers la cavité générale et la circulation sanguine après passage à travers la lame basale. La
cohésion de l'épithélium, du côté de la lumière intestinal, est réalisée par des zonula
adherens. Le noyau est situé à mi-hauteur. Les organites cytoplasmiques sont des
mitochondries de grande taille, un ergastoplasme rugueux bien développé et un appareil de
Golgi particulièrement actif.

On peut suivre, de I'apex à la base de la cellule, une évolution des produits endocytés par
coalescence avec des lysosomes primaires et formation successive de lysosomes secondaires
puis tertiaires avec des corps résiduels. Dans le cytoplasme, des microtubules sont disposés
selon le grand axe, formant le squelette cellulaire indispensable au soutien de la cellule. Les
inclusions lipidiques sont nombreuses et un abondant glycogène forme des rosettes
caractéristiques.

ll.l.2. Le mucocyte

Le mucocyte est une cellule caliciforme, à noyau basal, dont le pôle apical, sans bordure en
brosse, montre la coalescence des produits de sécrétion en voie d'être libérés dans la lumière
intestinale. Les deux tiers apicaux de la cellule sont gorgés de ces grains de sécrétion.
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Figure 82 : Représentation d'un entérohépatocyte et d'un mucocyte de I'intestin proximal de Helix
ospeno ospersa. (échelle = I pm)
Légendes : (f, liste des abréviations

I1.2. Etude histologique de I'intestin proximal d'escargots contaminés par
des métaux particulaires

ll.2.L Microscopie optique

L'épithélium intestinal d'escargots transferés pendant un mois, à proximité d'une
autoroute, présentent, après traitement au sulfure d'ammonium, des dépôts de sulfures
métalliques soit au niveau des vacuoles digestives des entérohépathocytes (planche IVe, figure
4b), soit dans la lumière intestinale parmi les concrétions de pyrophosphates de calcium
libérées par la glande digestive (planche IVe, figure 4a).

Chez les escargots contaminés par la nourriture avec un ajout de poudre de plomb, il y a
une absorption importante de plomb avec présence de particules dans les vacuoles digestives
(planche IVe, figures 3 et 5 ; planche IVro, figures 2,3 et 4). Il y a transfert du métal dans les
hémocytes (planche IV1s, figure 3) et dans les cellules spécialisées du tissu conjonctif péri-
intestinal (planche IVls, figure2).
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Planch€ IVe. : Histologie de I'intestin proximal (échelle - 10 pm)

1. Coupe transversale d'une villosité de I'intestin proximal d'un animal témoin
(coupe à la paraffine avec une coloration à I'hématoxyline et au bleu alcyan ; G x
2s0)

Présence d'un épithélium intestinal à bordure en brosse au niveau des cellules
digestives ou entérohépatocytes. Il y a une intercalation de quelques mucocytes.
Lame basale.
Conjonctif avec sinus sanguin contenant des hémocytes.
La lumière intestinale est remplie d'aliments en cours de digestion et de déchets
alimentaires

2. Détail d'une villosité de I'intestin en coupe transversale d'un animal témoin
(coupe semifine après un traitement au sulfure d'ammonium et une coloration au
bleu de toluidine ; G x 400)

Entérohépatocytes à bordure en brosse.
Mucocytes se présentant dilatés au niveau du pôle apical.
Aliment dans la lumière intestinale.
Il n'y a pas de réaction positive avec formation de sulfures métalliques. Il y a
cependant quelques vacuoles colorées en jaune-brun dans les entérohépatocytes.

3. Détail d'entérohépatocytes en coupe tangentielle d'un animal contaminé par de la
poudre de plomb (coupe semifine après un traitement au sulfure d'ammonium et
une coloration au bleu de toluidine ; G x 400)

Présence de nombreuses vacuoles avec réaction positive mettant en évidence la
formation de sulfure de plomb.
La cellule intestinale absorbe les particules de plomb par endocytose.

4. Détail de la lumière intestinale d'un animal contaminé par une exposition à
proximité d'une autoroute (coupe semifine après un traitement au sulfure
d'ammonium et coloration au bleu de totuidine ; G x 400)

4a Réaction positive autour des concrétions provenant des cellules à calcium de la
glande digestive et qui sont évacuées avec les fécès.

4b Réaction également positive au niveau de certains entérohépatocytes avec une
coloration des vacuoles digestives.

5. Coupe transversale de I'intestin d'un animal contaminé par de la poudre de
plomb (coupe à la paraffine avec une coloration au Môller et au bleu de
to l u i d i ne ;Gx63 )

Il y a une réaction positive qui démontre la présence de plomb dans I'aliment présent
dans la lumière intestinale. Le bleu de toluidine masque, à ce grossissement, les
vacuoles digestives des entérohépatocytes.
L'épithélium intestinal présente des villosités
Présence d'un conjonctif péri-intestinal creusé de sinus sanguins.
Présence de la musculeuse qui complète la paroi intestinale.
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Planch€ IV16. : Histologie de I'intestin proximal (échelle - 10 pm)

l .  Coupe longitudinale de I ' intestin d'un animal témoin (coupe à la paraffine avec
une coloration au Môller et au bleu de totuidine ; G x 400)

L'épithélium intestinal à bordure en brosse est composé d'entérohépatocytes à noyau
médian coloré en bleu.
Les mucocytes à produits de sécrétion sont colorés en bleu-violet.
La lame basale et le conjonctif péri-intestinal sont creusés de sinus sanguins.
Il n'y a pas de réaction positive au Moller car il y a une absence de grains métalliques
contenant du plomb.

2. Coupe transversale de I ' intestin d'un animal contaminé par de la poudre de
plomb (coupe à la paraffrne avec une coloration au Môller seul ; G x 160)
Il y a une réaction positive (présence de plomb) :

a) au niveau des entérohépatocytes avec la présence de granules jaune-
brun foncé.

b) au niveau de quelques hémocytes du sinus sanguin péri-intestinal.
c) au niveau des cellules du conjonctif de la cavité générale avec une nette

accumulation.

3. Détail d'une coupe transversale de I ' intestin d'un animal contaminé par de la
poudre de plomb (coupe à la paraffine avec coloration au Môller seul ; G x 400)

Il y a une très nette absorption apicale des granules de plomb de différentes tailles
avec une réaction positive du liquide vacuolaire.
Passage de quelques granules dans les hémocytes du sinus sanguin.

4. Détail de quelques entérohépatocytes d'un animal contaminé par de la poudre de
plomb (coupe à la paraffine avec une coloration au Môller seul; G x 1000)

Il y a une intense absorption des granules métalliques (Pb) au niveau du pôle apical.
Nette bordure en brosse.
La lumière intestinale est vide.
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Planche IV16
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Planche IV11 : Histologie de I'intestin proximal (échelle : 10 pm)

l .  Coupe transversale d'une vil losité intestinale d'un animal contaminé par de la
poudre de plomb (coupe à la paraffine avec une coloration au Môller et au bleu
de to l u i d i ne ;Gx250 )

Il y a une accumulation de granules de plomb dans la partie apicale des
entérohépatocytes.
Passage des granules vers le sinus sanguin.
Il y a une accumulation des granules dans les cellules du conjonctif.
Présence d'une tunique musculaire avec du conjonctif de la cavité interne dont les
cellules accumulent les granules.

Dans la musculeuse, coupe d'un nerf *

2. Histologie de l 'épithélium intestinal d'un animal contaminé par de la poudre de
plomb (coupe à la paraffine avec une coloration au Môller et au bleu de
to l u i d i ne ;Gx400 )

Il y a une absorption des granules de plomb par les entérohépatocytes dont certains
présentent un noyau pycnotique, perte de l'adhésion inter-cellulaire.
Par endroit, la lumière digestive touche la lame basale du fait de la perte de cellules
épithéliales.
Dans le sinus sanguin, présence d'un hémocyte chargé de granules de plomb.

3. Histologie de l 'épithélium intestinal d'un animal contaminé par de la poudre de
plomb (coupe à la paraffine avec une coloration au Môller et au bleu de
to l u i d i ne ;Gx400 )

Lésion aggravée de l'épithélium intestinal.
Présence de granules de plomb dans la lumière intestinale et le cytoplasme apical de
certains entérohépatocytes. Présence de déchets cellulaires desquamés dans la lumière
intestinale.
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Planche IV12 : Ultrastructure de I'intestin proximal (échelle : 0,5 pm)

l. Entérohépatocytes d'un animal témoin (G x 7.500)

Présence de microvillosités de la bordure en brosse.
Formation de vésicules d'endocytose.
Contact inter-cellulaire avec, du côté de la lumière intestinale, une zonula adherens
puis des inter-digitations de la membrane plasmique latérale.
Dans le cytoplasme apical, présence de vésicules à manteau, de très nombreuses
mitochondries, du REG avec des saccules parallèles ainsi que des inclusions lipidiques
et du glycogène.

2. Détail d'un entérohépatocyte d'un animal transféré sur un site de proximité
autoroutière (G x 20.000)

Présence d'hétérophagolysosomes à grains métalliques électrondenses, de lysosomes
primaires, de mitochondries avec des grains de phosphate de calcium, du REG, des
microtubules et du glycogène.

3. Détail d'un entérohépatocyte d'un animal transféré sur un site de proximité
autoroutière (traitement au sulfure d'ammonium ; G x 10.000)

Présence d'un mucocyte sans réaction positive
Entérohépatocyte avec des vacuoles digestives contenant des métaux puis confluence
dans des hétérophagolysosomes de composition hétérogène dont des métaux.
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Planche IV13 : Ultrastructure de I'intestin proximal (échelle : 0r5 pm)

1. Entérohépatocytes d'un animal contaminé par ajout de poudre de plomb à la
nourriture (G x 5.000)

Il y a une bordure en brosse du côté de la lumière intestinale.
Présence d'hétérophagolysosomes de nature complexe ou presque exclusivement
contenant de la poudre de plomb.

2. Détail d'un hétérophagolysosome du cliché I (G x 7.500)

La membrane lysosomale est bien visible.
Présence de granules métalliques plus ou moins condensés.
Présence d'un dictyosome.

3. Entérohépatocytes anormaux d'un animal contaminé par ajout de poudre de
plomb à la nourriture (G x 10.000)

Les microvillosités sont moins nombreuses et enflées.
Le cytoplasme apical forme des protusions dans la lumière intestinale.
Dans le cytoplasme, présence de vésicules d'endocytose à manteau, de mitochondries
et de glycogène.
Il y a des desmosomes avec I'espace inter-cellulaire dilaté.

4. Détail d'une concrétion de la lumière intestinale (phosphate de calcium)
provenant d'un animal transféré sur un site de proximité autoroutière
(traitement au sulfure d'ammonium ; G x 13.000)

Les concrétions proviennent des cellules à calcium de la glande digestive.
Il y a une réaction positive au niveau des couches électrondenses.
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Planche IV13
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Planche IVla : Microanalyse de la localisation des métaux dans les cellules
de I'intestin proximal

I



Partie lV -page297

t-to Àx) lJo . æ llo tjo rs a.fo tJo ro ro I

f$ 2.n tô ..to rJo (to 7.b rro*-i5' t.-r- t;



Partie lV - nase 298

La présence de poudre de plomb provoque, chez certains individus. une érosion de
l'épithélium avec nécrose et desquamation (planche IV;, figures 1,2 et 3).

Le cytoplasme est principalement basal avec un réticulum endoplasmique rugueux. des
mitochondries et des grains de sécrétion en début de formation. L'activité cellulaire du
mucocyte est orientée vers la lumière intestinale alors que celle de I'entérohépatocyte
s'effectue principalement de I'apex vers la base.

11.2.2. Microscopie électronique (MET)

Les observations en microscopie électronique ont été réalisées afin de connaître les
structures cellulaires avant microanalyse EDX ou EEL.

Les escargots transferés en proximité autoroutière présentent, dans les entérohépathocytes,
un système lysosomal riche en inclusions électrondenses métalliques (planche IV12, figures 2
et 3). Ces inclusions sont encore plus nombreuses lorsqu'il y a contamination par la poudre de
plomb (planche IVI:, figures I et2).

En présence de poudre de plomb, certains individus présentent une bordure en brosse
anormale, boursouflée (comparaison de la figure 1, planche IV12 avec la figure 3, planche
lVr : ) .

Dans la lumière intestinale, les concrétions, provenant des cellules à calcium de la glande
digestive, présentent, après traitement au sulfure d'ammonium, une électrondensité
importante qui indique la présence de sulfures métalliques, probablement de sulfures de
plomb dont I'existence sera vérifiée par la microanalyse (planche IVrs, figure 4).

II.3. Etude par microanalyse de la localisation des métaux dans les
cellules de I'intestin proximal

Les résultats obtenus en microanalyse confirment les observations faites en microscopie
électronique à transmission en ce qui concerne la localisation cellulaire des métaux et
permettent de connaître l'ensemble de la composition élémentaire des structures cellulaires
ciblées lors de la microanalyse.

{ L'analyse EDX du contenu des vacuoles d'endocytose des cellules intestinales des
animaux témoins, en dehors de P et Ca, ne met pas en évidence la présence d'éléments
métalliques (tableau 58, ligne 1). Par contre, I'analyse des mêmes cellules, chez les
individus contaminés par de la poudre de zinc, met en évidence la présence de S, Ca et
Zn auxquels il faut ajouter le phosphore confondu avec le pic d'osmium (tableau 58,
ligne 2 ; planche IV1a, figure l).

'/ De même, I'analyse des enthérocytes, chez les individus contaminés par de la poudre
de plomb, met en évidence la présence de Ca et Pb en grande quantité et de P
confondu avec le pic d'osmium (tableau 58, lignes 3 et 4;planche IVr+, figures 2 et
3) .

'/ Afin de tester la sensibilité de la microanalyse, des coupes d'intestin proximal
d'individus placés à proximité d'une autoroute ont été analysées avec mise en
évidence de Fe, de Zn, de Ca et de P confondu avec le pic d'osmium. Le plomb n'a
pas pu être recherché car les coupes avaient été contrastées au citrate de plomb
(tableau 58, ligne 5 ; planche IV1a, figure 4).
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Après contamination du sol avec une solution de cadmium (444 ppm), les éléments suivants

sont toujours détectés dans les hétérophagolysosomes : S. P,, Ca, Cd, Fe, Zn (planche 58,

f,rgures 5, 6 et 7) avec, parfois, une nette présence de Si etlou de Na (tableau 58, lignes 6 à 8 ;
planche IVr+, f igures 6 et7 et cl iché A).

Ces analyses mettent en évidence I'existence d'une contamination métallique à partir de

particules dont la dimension n'excède pas la capacité d'endocytose. La contamination. à partir

de solutions métalliques, peut-être le résultat, soit du passage transmembranaire de formes

cationiques, soit de particules alimentaires ayant absorbées le métal et endocytées.

Tableau 58 : Eléments organiques (MO : C, N et O) et minéraux détectés en EDX dans I 'entérohépatocyte.

Légendes : (?) : non retenu car la coupe a été traitée au citrate de plomb ; (a) P est confondu

avec le pic d'osmium ; +++ : présence abondante ; ++ présence moyenne; + présence faible ;
P : présence fréquente mais à l'état de traces.
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Chapitre III : Le rein de Helix aspersu asperss

III.1. Anatomie du rein

Le rein d' Helix aspersa asperse, comme celui de Helix pomatia (Bouillon, 1960), est
constitué d'un sac rénal sans canal réno-péricardique évacuant les produits d'excrétion par
une uretère primaire puis une uretère secondaire longeant I'intestin terminal et s'ouvrant sur
un orifice très peu visible près de I'anus.

Le rein présente de nombreuses lamelles rénales supportant les néphrocytes (planche IVrs,
figures 1 à 3). Autour du rein et au centre des lamelles, le conjonctif est parcouru par des
vaisseaux puis des sinus sanguins avec des hémocytes circulants. Dans le conjonctif péri-
rénal, il existe de nombreuses cellules à calcium, quelques ( pore cells > (planche IVrz,
figures 1) et des hémocytes macrophagiques (planche IVrz, figures 2.3 et 4).

La lame basale. doublée de fibres de collagène, est très fine ; elle est le lieu, selon Sanchez
et al. (1980) de I'ultrafiltration vers les néphrocytes. La présence de fibres musculaires
facilitant I'expulsion des produits d'excrétion signalée par Sanchez et al. (1980) est confirmée
(planche IVrr, f igure 1).

L'infiltration hémocytaire à travers la lame basale puis entre les néphrocytes, avec leur
passage direct dans la lumière rénale, est envisagée par certains auteurs. Il est également
plausible que certains de leurs constituants soit absorbés par les néphrocytes
(macropinocytose) (planche IV16, figure 3 et planche IV17, figure 4).

Compte tenu des données exposées dans I'analyse bibliographique, le néphrocyte de Helix
aspersa aspersa nécessite une description plus approfondie faisant appel à la microscopie
optique, électronique à transmission et à la microanalyse (EDX et EEL).

IlI.2. Le néphrocyte : étude en microscopie optique et électronique
(MEr)

Conformément aux observations de Sanchez et al. (1980), les néphrocytes présentent une
évolution fonctionnelle de la base à I'apex (planche IVro, figure 3 et planche IVrs, frgure 1)
des lamelles avec, à la base, des stades jeunes (stade J), sans vacuoles importantes et à rapport
nucléo-cytoplasmique élevé ; vers le milieu des lamelles, des stades intermédiaires (stade M)
avec début de vacuolisation et noyau central et un rapport nucléo-cytoplasmique diminuant ; à
I'apex, des stades finaux matures (stade F) avec noyau sub-basal, un faible rapport nucléo-
cytoplasmique, vacuole apicale importante (> 50 % du volume cellulaire) et une concrétion
globuleuse bien formée par cellule rénale. Contrairement à Sanchez et al. ( 1980), nous
n'avons pas observé de figures mitotiques dans les cellules à la base des lamelles. Il
conviendrait, soit de réaliser des fixations en période de réveil après I'hivernation, lorsque
I'animal expulse tous les produits d'excrétion accumulés dans la lumière rénale et régénère
l'épithélium rénal, soit, selon les conclusions de Bouillon (1960) pour Helix pomatia, de
suivre l'évolution histologique sur un cycle de 15 jours pendant la vie active correspondant au
cycle d'excrétion des concrétions avec régénération de l'épithélium. A ce sujet, les auteurs
n'ont pas conclu définitivement sur le type de sécrétion mérocrine ou holocrine du
néphrocyte. La présence, dans la lumière rénale, comme déjà décrit par Sanchez et al. (1980),
d'une urine primaire chargée en concrétions, granules, débris cellulaires (corps myéliniques et
noyau) (planche IVro, figure 1 et planche IVrq, figure 2) milite en faveur du type holocrine
nécessitant une régénération cyclique (Sanchez et al., 1980).
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La présence d'une bordure en brosse au pôle apical du néphrocyte souligne les possibilités

d'échanges bi-directionnels entre le néphrocyte et I'urine primaire.

III.2.1. Description du néphrocyte au stade intermédiaire (figure 83 et planche

IVrso figure 1, planche IV6, figure 2 ; figure 83)

par comparaison avec le néphrocyte de I'apex des lamelles. le néphrocyte en position

moyenne sur la lamelle, désigné néphrocyte intermédiaire (Ne.I.), présente un rapport nucléo-

cytoplasmique plus élevé une partie basale à membrane plasmique invaginée puis

successivement une zone à REL tubulaire lâche avec peu de mitochondries, une structure

ovoide de REL tubulaire (canaliculaire) dense entouré de vésicules de contenus variés

(phagolysosomes), de citernes du REL avec des grains de sécrétion très électrondenses, de

nombreuses mitochondries à crêtes sacculaires dont certaines en division, quelques

péroxysomes et des dictyosomes golgiens avec des vésicules golgiennes associées.

Le noyau à hétérochromatine, marginale et à îlots centraux, est en situation médio-apicale,

entouré d'une seule enveloppe de REL tubulaires puis d'une sphère de REL lamellaire et

quelques éléments sacculaire de REG. Le pôle apical présente une membrane plasmique à

microvillosités nombreuses avec des figures d'endocytose, mais surtout de nombreuses

mitochondries et encore plus de vacuoles d'endocytose et de citerne du REL de contenus

variés avec formation de condensas. Dans une des vacuoles apicales commence à se former

une concrétion avec peu de couches concentriques.
Les jonctions intercellulaires ne présentent pas de différences avec celles du néphrocyte

âgé. Les differences majeures avec le néphrocyte au stade final sont donc I'absence de la

vàcuole apicale qui résultera de la coalescence des multiples vacuoles apicales en formation,

la présence en faible quantité de péroxysomes, I'absence de REL ondulé, I'absence de corps

résiduels résultant d'une activité lysosomiale intense. La multiplication des mitochondries est

en cours. Le néphrocyte. en phase de maturation, est déjà en phase d'excrétion mais aussi de

biogénèse des structures propres au stade néphrocyte apical ou final CIe.F.).
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Figure 83 : Schéma synthétique d'un néphrocyte en
au stade intermédiaire (Ne.l.). (échelle:
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situation moyenne sur la lamelle rénale (néphrocyte

I pm). Légendes : Çl liste des abréviations.
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Planche IV15 : Rein (microscopie optique) (Echelle - 10 pm)

1. Rein témoin (coupe à la paraffine (épaisseur 7 pm) avec une coloration au bleu
alcyan, hématoxyline de Groat, orange G ; G x 250)

Néphrocytes, à grande vacuole apicale contenant une concrétion, avec un noyau
central et une couche périphérique colorée en bleu (présence de
mucopolysaccharides).
Dans le sinus sanguin axial de la lamelle rénale, présence d'hémocytes.

2. Rein témoin (coupe semifine avec une coloration au bleu de toluidine ; G x 400)

Les concrétions sautent pendant la coupe sauf celles de petite taille. Certaines
concrétions sont présentes dans la lumière rénale (flèche)
Les noyaux des néphrocytes et des hémocytes sont colorés en bleu.

3. Rein témoin (coloration de Môller, bleu de toluidine - épaisseur 7 pm - G x 250)

Absence de réaction au Môller (coloration jaune en présence de plomb). Comparez
avec la figure 3 de la planche IV16.

Les noyaux des néphrocytes et des hémocytes sont colorés en bleu.
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Planche IV16 : Rein (microscopie optique) (Echelle : 10 pm figures I et 2 ; I
pm figure 3)

1. Rein d'un animal transféré à proximité d'une autoroute (coupe semifine avec une
coloration au bleu de toluidine et au sulfure d'ammonium ; G x 400)

Réaction positive de granules dans le coagulum d'urine primaire de la lumière rénale
et dans les vacuoles apicales des néphrocytes. Nota: la couche périphérique des
concrétions donne également une réaction positive moins nette, mais la présence de
plomb n'est pas vérifiée en microanalyse.

2. Rein d'animal contaminé en présence de poudre de plomb à zso/o dans la
nourriture Helixal@ (coupe semifine avec une coloration au bleu de toluidine et
au sulfure d'ammonium ; G x 250)

Présence de granules métalliques dans le cytoplasme des néphrocyte et dans la vacuole
apicale. l,'lota. la couche périphérique des concrétions donne une réaction positive
mais la présence de plomb n'est pas vérifiée en microanalyse.

3. Détail de Ia base des lamelles rénales: rein d'animal contaminé en présence de
poudre de plomb à 25o/o dans la nourriture Helixal@ (coupe à la paraffine
(épaisseur 7pm) avec une coloration au Môller et au bleu de toluidine ; G x 1000)

Infiltration de la paroi ventrale du sac rénal par des cellules pigmentées (macrophages)
contenant des granules métalliques. Les néphrocytes, en situation basale (stade jeune)
présentent des concrétions en début de formation et des granules positifs au Môller
indiquant la présence de plomb. Ces granules ne sont pas incorporés aux concrétions
mais se trouvent à leur périphérie.
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Planche IVrz : Histologie des types cellulaires, localisés à proximité du rein,
et intervenant dans le métabolisme des métaux. Animaux
contaminés par ajout de poudre de plomb dans la nourriture
(échelle : 10 pm pour les figures 1 à 3 ; 1 Fm pour la figure 4)

l. Conjonctif péri-rénal avec réaction au Môller et coloration au bleu de toluidine
(G x 400). Notez la présence de plomb dans les cellules du conjonctif péri-rénal

Ces cellules sont entourées de sinus sanguins. Quelques granules de plomb sont également
observés dans les néphrocytes localisés à la base des lamelles rénales (flèches noires
étroites)

2 et 3. Accumulation de plomb dans des hémocytes (granulocytes) circulant dans les
sinus sanguins à proximité du péricarde (2) et du rein (3). Réaction au Môller et
coloration au bleu de toluidine (G x 400)

4 Invasion de l'épithélium rénal ventral par de nombreux hémocytes à fonction
macrophagique et transportant le plomb jusqu'au contact des néphrocytes et de
la lumière rénale. Réaction au Môller et coloration au bleu de toluidine (G x
1.000)

Ces cellules présentent chez le témoin des inclusions métalliques. La coloration jaune
dénote la présence de plomb. Le rein est entouré d'une capsule conjonctive et musculaire.
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Planche IVls : Rein (microscopie optique) (Echelle - 10 pm figure 1 ; I pm
figures 2 et 3)

Rein d'animal contaminé en présence de poudre de plomb à 25o/o dans la
nourriture Helixal@ (coupe à la paraffine (épaisseur 7 pm) avec une coloration au
Môller et au bleu de toluidine ; G x 400)

Néphrocytes en situation basale (stade jeune) moyenne (stade intermédiaire) et apicale
(stade final) sur les lamelles rénales avec des concrétions en formation (Cl) ou
nettement formées C2).
Réaction positive au Môller avec une coloration des granules contenant du plomb. Ces
granules sont soit cytoplasmique et appartiennent au système lysosomal (flèche
blanche), soit déjà présents dans la vacuole apicale mais non incorporés dans la
concrétion avec une situation pouvant être adjacente (flèche noire).

Détail du cliché I (G x 1.000)

Situation intra-cytoplasmique (flèche fine) puis péri-concrétionnaire (flèches épaisses)
des grains Môller positifs signalant la présence de plomb.

Rein d'animal contaminé en présence de poudre de plomb à 25o/o dans la
nourriture Helixal@ (coupe à la paraffine (épaisseur 7 pm) avec une coloration au
Môller et au bleu de toluidine ; G x 1.000)

Concrétions en phase frnale de biogénèse. Taille à comparer avec celle des concrétions
en début de formation. Pas de réaction Môller positive dans les concrétions. Quelques
grains en périphérie des concrétions.

1.

)

3.
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Planche IVle : Rein (microscopie optique) (Echelle = 10 pm)

l .  Rein d'animal contaminé en présence de poudre de plomb à 25o/o dans la
nourriture Helixal@ (coupe à la paraffine (épaisseur 7pm) avec une coloration au
Môller et au bleu de toluidine ; G x 250)

Mise en évidence dans la lumière rénale de déchets cellulaires néphrocytaires associés
à des granules Moller positifs (présence de plomb).
Désorganisation de l'épithélium rénal avec libération des concrétions Môller négatives
(c)

2. Rein d'animal contaminé en présence de poudre de plomb à 25o/o dans la
nourriture Helixal@ (coupe à la paraffine (épaisseur 7pm) avec une coloration au
Môller et au bleu de toluidine ; G x 400)

Corps résiduels dans la lumière rénale avec des granules Môller positifs. Il y a
également des granules, Môller positifs, dans la vacuole apicale.

4. Canal urinaire d'un animal contaminé en présence de poudre de plomb ù 2SoÂ
dans la nourriture Helixal@ (coupe à la paraffine (épaisseur 7 pm) avec une
coloration au Mtiller seul ; G x 400)

Présence de granules Moller positifs dans des vacuoles d'endocytose apicale. Mise en
évidence d'une réabsorption de plomb par les cellules de l'uretère primaire.
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111.2.2. Description du néphrocyte au stade final (figure 84 et planches IVzo, IVzr
et fv22)

Liaisons intercellulaires - Membrane plasmique basale - organites du cytoplasme
basal

Chaque néphrocyte est relié aux néphrocytes voisins et du côté apical, par des desmosomes
cloisonnés (< septate junctions ))). L'espace intercellulaire, bien visible, permet le passage
d'un ultraf,rltrat pouvant traverser les jonctions cloisonnées (Skelding, 1973), et contient
même chez Arion ater des corps membranaires pouvant être déchargés dans la vacuole apicale
(Angulo et Moya, 1985 et 1989).
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La membrane plasmique basale présente de nombreuses invaginations comme déjà décrites

chez les gastéropodes par Bouillon (1960), Skelding (1973) Marloja (1975) Sanchez et al-

(1980). Les vésicules d'endocytose (vésicules à manteau) sont nombreuses et de même que

Sanchez et al. ( I 980) I'ont montré, il y a confluence ultérieure avec des lysosomes primaires.

Comme souligné par Martoja ( 1975) chez le prosobranche Pomatias elegans, les

mitochondries ne sont pas étroitement associées aux invaginations de la membrane plasmique

basale comme c'est le cas pour les cellules du tube contourné proximal du rein des vertébrés,

assurant entre autres, le passage de Na* du milieu intracellulaire au liquide interstitiel

(Mail let, 1986).
Cette zone d'invaginations se prolonge par un réseau de réticulum endoplasmique lisse

tubulaire lâche avec intercalation de mitochondries et de gouttelettes lipidiques dont I'origine

est la dégénérescence mitochondriale, comme cela a eté mis en évidence antérieurement, chez

les gasréropodes, par Skelding (1973), Martoja (1975), Sanchez et al. (1980) avec mise en

évidence de lipofuscines

b. Zone nucléaire et péri-nucléaire

Au quart inférieur du néphrocyte se situe la zone nucléaire et péri-nucléaire.

br Le noyau

Le noyau, à hétérochromatine marginale, présente une membrane nucléaire en contact avec

un réticulum endoplasmique lisse tubulaire péri-nucléaire, lui-même prolongé par un

réticulum endoplasmique lisse lamellaire péri-nucléaire se prolongeant, du côté basal, par un

ensemble de réticulum endoplasmique lisse tubulaire très dense avec quelques mitochondries,

de rares structures golgiennes et quelques péroxysomes qui seront décrits ultérieurement dans

le cytoplasme infra-vacuolaire et péri-vacuolaire.
Le cytoplasme péri-nucléaire infra-vacuolaire présente les organites les plus spécifiques et

originaux du néphrocyte de Helix aspers(t aspersa à savoir :

'/ Un réticulum endoplasmique lamellaire ondulé

./ De nombreux péroxysomes avec leur cupule de réticulum

endoplasmique lisse

t Des ribosomes libres et peu de réticulum endoplasmique granuleux

,/ Des vacuoles ou citernes du réticulum endoplasmique lisse lamellaire

Des dictyosomes

Des autophagolysosomes ou hétérophagolysosomes

Quelques globules lipidiques

Des mitochondries géantes et fourchues

{

./

{

,/ Des rosettes de glycogène
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La description des ces organites sera effectuée en comparaison des données
bibliographiques.

bz. Le réticulum endoplasmique lamellaire ondulé, les péroxysomes et les
ribosomes libres

Le cytoplasme péri-nucléaire, situé entre le noyau et la vacuole apicale, présente des
structures concentriques ondulées du réticulum endoplasmique lisse pouvant être comparées,
d'une manière imagée. à des coupes de <bourgeons floraux>. A leur périphérie immédiate ou
au centre, existent de nombreux péroxysomes.

Ce réticulum ondulé, en association étroite avec les péroxysomes, n'a, selon nos données
bibliographiques. jamais été observé dans les néphrocytes de gastéropodes. Par contre, la
présence de péroxysomes est connue depuis 1973 (Skeldin g chez Achatina achatina).

Bubel (1989) cite, parmi les differentes structures dérivant du réticulum endoplasmique
lisse, le réticulum ondulant des invertébrés et des vertébrés. De telles structures sont jugées
responsables. par exemple, de la synthèse et de I'accumulation de cholestérol, du stockage de
vitamine A. du métabolisme et du transfert de photopigments. L'ondulation est considérée
comme un moyen de réaliser une grande surface dans un faible espace. Chez le gastéropode
Spirilla neapolitena, un réticulum endoplasmique ondulant est observé dans la spermatide en
association avec un complexe de Golgi (Eckelbarger in Bubel, 1989) ; un floculum
électrondense est associé avec le réticulum endoplasmique (figure 84), il y a continuité entre
les membranes du réticulum endoplasmique granuleux, du réticulum endoplasmique lisse et
des citernes ondulantes.

Nos observations chez Helix aspersa aspersa montrent une proximité très étroite avec les
péroxysomes dont on sait que,, parmi les hypothèses de biogénèse (Berkaloff et al., 1981 ;
Theret et al., 1985), ils peuvent se former, par accumulation d'enzymes de [a matrice et du
nucléoïde dans des citernes du réticulum endoplasmique lisse. L'interprétation la plus
plausible est que dans le néphrocyte de Helix aspersa aspersa qui présente un renouvellement
des péroxysomes rapide et intense, le réticulum endoplasmique lisse ondulé représente un
stade de formation des péroxysomes à savoir celui où les protéines enzymatiques,, synthétisées
dans le cytosol par les ribosomes libres, se fixent sur des récepteurs du réticulum
endoplasmique lisse (floculum électrondense) avant de pénétrer dans une citerne, en cours de
bourgeonnement, du réticulum endoplasmique lisse en donnant naissance à un nouveau
péroxysome.

Les deux autres hypothèses de biogénèse du péroxysome sont une pré-existence avec
multiplication par bourgeonnement ou une origine mixte, avec bourgeonnement et
néoformation, à partir du réticulum endoplasmique lisse.

Les péroxysomes sont de grande dimension avec une matrice et un nucléoide rhomboTde
central très électrondense comme décrit dans la partie bibliographique. Ils sont entourés par
une cupule du réticulum endoplasmique lisse. Ils ont été décrits successivement par Skelding
(1973) chez Achatina achatina et Helix pomatia, par Diaz-Cosin ( 1977) chez Theba pisana eI
par Sanchez et al. (1980) chez Helix ospersa. D'un diamètre de 0,5 pm à 1.2 pm, ils sont
toujours associés au réticulum endoplasmique lisse. Selon les auteurs cités ci-dessus, ils sont
le lieu de la synthèse des urates à partir des purines (figure 85).

De fait, les escargots terrestres pulmonés sont uricotéliques, effectuant la synthèse d'acide
urique transformé ensuite en urate en présence de cations. Par contre, le gastéropode terrestre
prosobranche Pomatias elegans (Martoja, 1975) n'excrète par d'acide urique par le rein dont
les néphrocytes ne présentent pas de péroxysomes.



Les gastéropodes marins sont ammonotéliques de même que Hydrobia ienkensi qui aurait

colonisé récemment les eaux douces (Bouillon, 1960).
Rappelons que les enzymes du péroxysomes (figure 85) sont dans la matrice, la xanthine

oxydase p..-.ttunt la synthèse d'acide urique à partir des bases puriques et de la xanthine en

même temps que des catalases transforment le péroxyde d'hydrogène. La présence du

nucléoid., ri.h. en une enzyme flavinique contenant du cuivre (l'urate oxydase ou uricase)

indique la capacité de poursuivre la dégradation des déchets puriques jusqu'à I'allantoine puis

.n piér.nce d'allantoTnase et d'allantoicase avec hydratations successives jusqu'à I'acide

allantoTque et I'urée dont on connaît la présence chez I'escargot en période d'activité.

L'escargot Helix aspersa ospersa présente donc un catabolisme azoté préférentiellement

uricotélique allant, en période d'activité, jusqu'à I'uréotélie (Delaunâ!, 1931 in Bouillon,

1960). Cèrtains organismes possèdent une uréase dégradant l'urée en NHa* et COz, c'est le

cas des invertébrés marins ammonotéliques.
Rappelons que I'Homme possède un catabolisme azoté uréotélique et une dégradation des

bases puriques de type uricotélique, avec excrétion d'une urine de composition << normale >

suivante :

Substances organiques.' Urée 20 à30 gll
Créatinine 1,2 gll

Acide urique 0,6 gll

NHq 0,5 à 0,9 gll

Substances minérales : Na- 6 gll
Cl- 7 gll

K* 2 gll

Soo'- 1,8 g/ l

Poo'- 1,7 gl l

ca2- 0,2 gll
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Planche IV2s : Rein (microscopie électronique) (Echelle - 0,5 pm)

l. Coupe dans trois néphrocytes témoinsr €tr situation apicale sur une lamelle
rénale, contenant une concrétion dans la vacuole apicale (G x 4.000)

Lumière rénale avec des microvillosités du pôle apical ; cytoplasme basal en cupule
contenant le noyau ; cytoplasme apical et pariétal peu épais ; vacuole apicale avec un
espace ayant contenu la concrétion ; citerne du REL ; REL ondulé ; Péroxysomes ;
mitochondries filamenteuses ; vésicules lipidiques.

2. Détail de la figure 1o néphrocyte témoin (G x 7.500)

Invagination de la membrane cytoplasmique du pôle basal.
REL tubulaire - Péroxysome entouré de REG en continuité avec le REL (uricases
dans le nucléoide et catalases dans la matrice) ; mitochondries filamenteuses ; citernes
du REL.
REL périnucléaire lamellaire puis tubulaire.
Membrane nucléaire, hétérochromatine.

3. Détail de I'ultrastructure de la cupule cytoplasmique basale. Néphrocyte témoin
(G x 5.000)

Collagène basal, membrane cytoplasmique basale invaginée.
REL tubulaire lâche, REL tubulaire dense, REL lamellaire ondulé avec centres de
biosynthèse.
Mitochondries, péroxysomes, noyau et vacuole apicale.
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Planche IV2s
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Planche IV21 : Rein (microscopie électronique) (Echelle = 0,5 pm)

l. Détail de la figure 3, planche IVzo : néphrocyte témoin (G x 13.000)

REL lamellaire ondulé avec floculum de biosynthèse régulièrement espacé avec une
convergence du floculum vers des centres électrondenses 1x) interprétés comme des
péroxysomes en formation ; mitochondries.

2. Néphrocyte témoin (G x f 0.000)

Pôle apical, lumière rénale, microvillosités avec de I'actine ; endocytose et formation
de vésicules tapissées (VE1 et VE2), mitochondries filamenteuses, vacuole apicale et
REL. Des vésicules confluent avec la vacuole apicale

3. Détail de la concrétion siliceuse : néphrocyte témoin (G x 7.500)

Noyau de la concrétion, couches concentriques avec une alternance de couches
électrondenses et non électrondenses, couche en formation, vacuole apicale.
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Planche IV21
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PlanchelY22: Rein (microscopie électronique) (Echelle: 0,5 pm)

l. Détail d'une mitochondrie filamenteuse : néphrocyte témoin (G x 13.000)

Membrane externe mitochondriale ; membrane interne et crêtes ; granule
mitochondrial de phosphate de calcium ; citerne du REL, glycogène en rosette.

2. Néphrocyte témoin (G x 10.000)

Phase de destruction avec hétérophagolysosomes (corps résiduels, coqps multi-
vésiculaires), figures myéliniques, mitochondries, espace intercellulaire.

3. Néphrocytes d'un animal nourri avec une addition de plomb particulaire dans la
nourriture (G x 4.000)

Phagolysosomes avec du plomb, vacuoles apicales, emplacements des concrétions de
silice, noyau de néphrocyte.



Part ie lV -  naee 32l

Planch e IY22

( MbVa
Va
REL

*t
È"t

i=-+

I

.i':Jlf 1' i i-r-';

4 i
l;

: ;  t ' Ia



Partic lV - page 322

Planche IV6 : Rein (microscopie électronique) (Echelle: 0,5 pm)

l. Détail du cytoplasme pariétal : néphrocyte d'un animal nourri avec une addition
de plomb particulaire dans la nourriture (G x 10.000)

Hétérophagolysosomes avec du plomb à proximité de la vacuole apicale ;
mitochondries ; figures myéliniques ; REG ; noyau.

2. Néphrocyte, en position moyenne sur la lamelle rénale, d'un animal nourri avec
une addition de plomb particulaire dans la nourriture (G * 5.000)

Lumière rénale et microvillosités de la bordure en brosse ; noyaux (3) ;
mitochondries ; grande vacuole apicale avec emplacement de la concrétion de silice.
Corps multi-vésiculaires avec début de formation de la concrétion ; REL tubulaire
dense, grains électrondenses métalliques ; augmentation du nombre de vacuoles au
pôle apical, péroxysomes.

3. Animal transféré à proximité d'une autoroute (G x 7.500)

Grains métalliques au centre de la lumière rénale.
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Planche IVzr
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b: Vésicules. vacuoles et citernes du réticulum endoplasmique lisse

La présence dans le cytoplasme péri-nucléaire de vacuoles confluant avec la vacuole
apicale indique un transfert possible des produits du catabolisme azoté dans I'espace
ergastoplasmique puis leur transfert dans la vacuole apicale avec formation de réseaux
membranaires intra-vacuolaires. Ceci est conforrne aux observations de Skelding (1973) chez
Achatina achatina, de Diaz-Cosin (1977) chez Theba pisana et de Angulo et Moya (19S5 -
1989) chez Arion ater.

ba Dictyosomes ; phagolysosomes et globules lipidiques péri-vacuolaires

L'activité golgienne se révèle par I'existence de phagolysosomes contenant des corps
résiduels à figures myéliniques et de globules lipidiques péri-vacuolaires provenant de stades
de destruction des mitochondries. Ces observations sont en accord avec les observations de
Bouillon ( 1960) chez Helix pomatia, de Skelding (1973) chez Achatina achatina, de Martoja
(1975) chez Pomatias elegans et d'Angulo et Moya (1984 - 1989) chez Arion ater. En
présence de poudre de plomb, de nombreux phagolysosomes contiennent du plomb (planche
IVr s, figures 2 eI3 et planche IV23, figure 1).

bs Mitochondries et rosettes de glycogène

Les mitochondries de la zone péri-vacuolaire sont géantes, polymorphes, parfois ramifiées
ou <branchues> comme déjà désignées par Skelding (1973) chez Achatina achatina.

Les rosettes de glycogènes, abondantes dans le cytoplasme, représentent la source
d'énergie. Cette réserve a été déjà observée par Skelding (1973) chez Achatina achatina, pâr
Diaz-Cosin (1977) chezTheba pisana et par Sanchez et al. (1980) chez Helix aspersa.

Des grains électrondenses de phosphate de calcium sont disséminés dans le cytoplasme.

c. La vacuole apicale et la concrétion

c r La vacuole apicale

La vacuole apicale,, formée du côté basal par I'activité du réticulum endoplasmique lisse, et
confluence de certains phagolysosomes, occupe au moins 50 oÂ du volume du néphrocyte de
I'apex des lamelles. Elle est également formée, du côté apical, par la confluence de vésicules
d'endocytose de la membrane plasmique apicale.

Le liquide vacuolaire présente, à la face interne de la membrane vacuolaire, un floculum de
matières organiques vraisemblablement formées par les produits du catabolisme azoté et, dans
certains néphrocytes, une suspension colloidale dont la nature se révèle être, en microanalyse
EDX, de la silice colloïdale (cf. chapitre suivant). Par ailleurs, on peut suspecter la présence
d'électrolytes divers.

cz La concrétion

La concrétion unique, globuleuse, peut occuper la presque totalité de la vacuole apicale ou
une fraction. En coupe, qui s'avère toujours difficile, une concrétion se révèle formée d'une
succession de couches électrondenses et non électrondenses. Nous préférons le terme de
concrétion à celui de sphérocristal car la structure est amorphe et non cristalline.
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Chez les gastéropodes pulmonés, les auteurs (Bouillon, 1960; Skelding, 1973; Diaz'

Cosin, lg77; Sanchez et al., 1980 et Angulo et Moya, 1984 - 1989) s'accordent tous sur la

présence d'acide urique et d'urates du fait de la présence de cations tels que K* et Caz* .

Certains auteurs mettent en évidence également la présence de guanine, de

mucopolysaccharides et de lipides. Nous approfondirons cette étude dans le chapitre réservé à

la microanalyse.
Les néphrocytes des gastéropodes prosobranches ne possèdent pas d'acide urique dans les

inclusions néphrocytaires mais des corps résiduels variés, riches en phosphate de calcium

associant aussi Mn, Mg, K, S,Zn, Fe et Cu (Martoja, 1975).
Une observation à un grossissement x 2 (figure 86) du cliché no3 (planche JVzr), soit un

grossissement x 15.000, permet de voir des structures tubulaires très fines présentes dans les

couches électrondenses (a) mais aussi, en moins grande quantité, dans les couches non

électrondenses (b), donnant lieu, à un grossissement inférieur, à une interprétation radiaire

microfibreuse. La nature de la concrétion sera étudiée par microanalyse EDX et EEL.

Figure 86 : Détail d'une concrétion rénale (x 15.000). a : couches électrondenses ; b: couches non

électrondenses.

d. Le cytoplasme apical et la membrane plasmique apicale

Le néphrocyte des gastéropodes pulmonés terrestres présente une bordure en brosse bien

développée du moins chez le néphrocyte jeune et intermédiaire. Cette bordure en brosse

diminue chez les néphrocytes de I'apex des lamelles.
Nous observons, au sein des microvillosités, des fibres d'actine et des figures d'endocytose

à la base des microvillosités. Certaines de ces vésicules à manteau confluent avec la vacuole

apicale. Les mitochondries sont nombreuses.
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Il y a donc chez Helix aspersa ospersa une activité de réabsorption de certains constituants
de I'urine primaire au niveau du pôle apical. Chez le gastéropode prosobranche Pomatias
elegans, Martoja (1975) signale l'absence de bordure en brosse et une faible activité de
réabsorption.

III.2.3. La lumière rénale et I'urine primaire

Nous avons observé (planche IVrq, figures I et2 et planche IV4, figure 3), au centre de la
lumière rénale, des débris cellulaires (corps myéliniques) et en cas de contamination par de la
poudre de plomb, des particules de plomb avec, selon le cas, la présence ou non de
concrétions. Ceci est conforme aux observations des auteurs déjà cités.

Rappelons que selon Sanchez et al. (1980), il y a, chez Helix aspersa, fonte totale de la
cellule rénale en fin de vie (holocrinie) avec libération de la concrétion et des débris
cellulaires.

III.3. L' uretère primaire

Nos observations de réabsorption de certains constituants de I'urine primaire (planche IV1e,
figure 3), au niveau de I'uretère primaireo sont conformes à celles de Bouillon (1960) chez
Helix pomatia et de Skelding (1973) chez Acharina achatina. Cette réabsorption se fait au
niveau des cellules ciliées entraînant I'urine vers I'extérieur.

L'étude cytochimique, en cas d'intoxication par de la poudre de plomb, met en évidence la
présence de grains de plomb au pôle apical des cellules en bâtonnets.

Cette appellation dérive du fait de la présence, en microscopie électronique à transmission,
d'invaginations importantes de la membrane plasmique basale associées, dans ce cas, avec
des mitochondries très nombreuses et très développées.

fII.4. Etude par microanalyse de la localisation des métaux dans le
néphrocyte (tableau 59 et planches lYz+ à IV2s)

Les microanalyses EDX et EEL permettent de préciser la localisation cellulaire de certains
composés organiques et des éléments minéraux du néphrocyte.

Nous présenterons d'abord les éléments minéraux du néphrocyte puis les composés
organiques constitutifs des concrétions.

fff.4.1. Eléments minéraux du néphrocyte

Nous traiterons successivement et dans I'ordre de progression des produits d'excrétion vers
la lumière rénale, du cytoplasme et des organites cytoplasmiques, de la vacuole excrétrice
apicale et des concrétions.



a. Cytoplasme et organites cytoplasmiques

o Le réticulum endoplasmique ondulé a pu faire I'objet d'une érude par microanalyse

des produits liés à une des membranes du réticulum. Il s'agit de substances

organiques sans présence, à un niveau détectable, de silice ou de métaux (ligne I du

tableau 59) ce qui renforce notre hypothèse sur la participation indirecte de ce

réticulum spécifique dans le catabolisme des produits azotés en étant l'un des

organiter t.iponrubl"r de la biogenèse des péroxysomes. Les relations de proximité

entre le réticulum endoplasmique ondulé, les mitochondries et les péroxysomes

sont également un fait renforçant I'hypothèse. Parmi les hypothèses actuelles, il y

aurait soit un bourgeonnement de nouveaux péroxysomes à partir de péroxysomes

préexistants soit une origine mixte par bourgeonnement et biogenèse à partir du

réticulum endoplasmique ondulé.

o Le système lysosomal montre, dans le cas d'une contamination par ajout de poudre

de plomb à I'aliment (25%), la présence des éléments suivants dans les

phagolysosomes : O, Pb, Si, P, Ca, Na et K (ligne 6 du tableau 59 ; Planche IV2a,

figures ll,12 et l3). Ca, Na et K ayant été détectés en analyse LAMMA.

o Des grains électrondenses du cytoplasme présentent plusieurs constituants,

variables selon le type de contamination.

deux cas sont à distinguer :

. Présence de grains essentiellement minéraux avec O, Pb, P, Si et Ca (ligne 7 du

tableau 59 ; planche IVz+, figures 6 et 9).

o présence de grains associant composés organiques dominants et éléments minéraux

en traces : (C, N, O), Si, P, K et Ca (ligne 8 du tableau 59 ; planche IVz+, figure l0).

dés grains cytoplasmiques associent à de la matière organique les éléments

O, P, K, Cu, Ca et Zn (ligne 14 du tableau 59 ; planche [Vzs, figure 4). Par

ailleurs, certaines structures identifiables à de I'hémocyanine présentent les

éléments O, Ko Cu, P, Ca et Zn (ligne 15 du tableau 59 ; planche IV25,

figure 5).

dans I'aliment), des grains de phosphate de calcium sont associés à d'autres

éléments : O, P, Ca, Mg, Si et Zn avec rarement du plomb (ligne 18 du

tableau 59 ; planche IVzo, figure l1). Des vésicules, riches en substances

carbonées, contiennent également les éléments O, Si et S (ligne 17 du

tableau 59 ; planche IV26, figure l0).

Ainsi, les grains de phosphate de calcium peuvent être associés, après contamination par

des métuu* pàtticulaires à du plomb et du zinc ainsi qu'à des métalloprotéines telles que

I'hémocyanine contenant du cuivre.
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b. Vacuole excrétrice apicale et la concrétion

b; Liquide vacuolaire

Dans le liquide vacuolaire, la présence de certains éléments a pu être constatée :

(25%), on a pu identifier :

Des grains contenant Pb et Si (SiOz) (ligne 9 du tableau 59 ; planche IVz+, figure 7).

Un floculum intra-vacuolaire contenant plus de matière organique et les éléments O

et Si ainsi que des traces de K et de Ca (ligne 10, tableau 59 ; planche IVzq, figure

8).

et25Vo dans I'aliment), on peut détecter, dans le floculum riche en matières

organiques, des traces de Si, S et Mg (ligne 19 du tableau 59; planche

IYzo, figure 9).

bt La concrétion

Une des caractéristiques des concrétions rénales de Helix aspersa ûspersa est la présence

de silice à l'état amorphe (pas de diffraction), probablement faiblement hydratée (SiOznHzO

ou opale). Rappelons qu'une contribution importante de la silice est peu fréquente chez les

organism.r rupétieurs. Elle constitue la frustule des diatomées, le squelette des radiolaires et

Oei nenozoaires, les spicules des acanthaires avec un mélange de silicates d'aluminium et de

calcium . La silice présente dans la vacuole apicale du néphrocyte (planche IV2a, figure 8)

flocule, précipite et s'incorpore en couches successives à la concrétion.

Dans les concrétions en début de formation, la silice n'est pas associée à des cations ;
occasionnellement, du soufre est détecté dénotant la présence de composés organiques

soufrés, principalement dans les couches électrondenses (ligne 2 du tableau 59). Dans les

couches non-éiectrondenses, il y a présence de plus de silice et peu de matière organique

(ligne 3 du tableau 59). Par contre, dans les couches périphériques des concrétions des

nephrocytes au stade final, il y 3 présence, dans les couches non-électrondenses, des cations

Kr et, à un moindre degré, Caz* (planche lYz+, figure 2 et planche IVze, figure l) et, dans

certains cas, absence totale de matière organique. Il s'agit alors de silice amorphe avec

possibilité de formation de silicates de potassium et de calcium (ligne 13 du tableau 59) qui

peut, pour certaines observations, devenir très importante (ligne 16 du tableau 59; planche

ÎVrr, fig*.r I à 3). Dans des couches électrondenses (ligne 12 du tableau 59; planche IVz+,

figure 5;, ta quantité de matière organique est prépondérante avec des traces de silice, de

potassium et encore moins de calcium.
La distinction enfie la constitution élémentaire des couches électrondenses et non-

électrondenses n'est pas tranchée car, selon le point d'impact en analyse EDX, on détecte des

sectenrs de transition(planche IYzt,figures 3 et 4) avec une diminution progressive de silice.

L'étude des composantes organiques de la concrétion fait I'objet du prochain paragraphe et

des propositions ieront alors faites en ce qui concerne les relations possibles entre la matière

organique et les constituants minéraux.
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témoins ou contaminés mais, dans ce cas, sans changement notable des
éléments (contamination par les poudres de plomb et de zinc à 25% dans
I'aliment) des modifications ont été constatées en présence d'autres
contaminations avec toujours addition d'éléments minéraux sans
soustraction d'éléments déjà cités (matière organique, O, Si, K et Ca).

o Lors d'une contamination par les poussières d'aciérie en ajout dans le sol (25%) et
dans I'aliment (25%), il y a présence de Mg en plus ou moins grande quantité selon
la localisation de I'impact EDX :

{ Présence faible dans la couche périphérique en formation (ligne 20
du tableau 59 ; planchelY26, figure 2).

Présence presque permanente, parfois au même niveau que le
potassium et le calcium, dans les couches non-électrondenses (ligne
22 du tableau 59 ; planche IVzo, présence en figures 3, 4, 5 et
absence en figure 6).

Présence faible ou à l'état de traces dans les couches électrondenses
(ligne 2l dutableau 59; planche IVzo, figures 7 et 8).

on note également la présence des métaux (zn et Fe), à l'état de
traces, qui sont associés ou non dans les couches non-électrondenses
(lignes 20 et22 du tableau 59; planche IVzo, figures 3,4 et 6) ou en
bordure de la concrétion pour Zn (ligne 20 du tableau 59 ; planche
IVzo, figure 2) mais jamais dans les couches électrondenses (ligne 22
du tableau 59 ; planche IVze, figures 7 et 8). La présence de S est
notée conjointement à la présence de Zn (lignes 20 et22 du tableau
59 ; planche IVzo, figures 2, 5 et 6) ou de Fe et Zn (ligne 22 du
tableau 59 ; planche IV26, figure 6).

Enfin, il a été noté la présence en traces de P lors de certains impacts
dans les couches électrondenses (ligne 2l du tableau 59; planche
lYzo, figure 8).

Lors de la contamination par ajout de poussières d'aciérie au sol (7s%),la présence
simultanée de Si et Al est notée lors de certains impacts (ligne 24 du tableau 59 ;
planche lYzt, figures 2 et 3 à comparer avec la ligne 23 du tableau 59; planche
IYzt, figure I ;). L'aluminium provient, dans ce cas et très vraisemblablement, de la
composition à dominante argileuse du sol utilisé dans I'expérience ; son absence
dans I'expérience avec contamination mixte du sol et de la nourriture avec 25Yo de
poussières d'aciérie peut s'expliquer par une moindre prise du sol.

{

{

{
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Planche lYza: Microanalyse de la localisation des métaux dans le

néphrocyte d'un escargot contaminé par I'ajout de poudre

de plomb dans la nourriture (figures I à 13)

/ La concrétion ne renfenne pas de plomb (figure I à 5).
La couche en formation, à la périphérie de la concrétion, est formée de matière

organique (C, N et O), Si, Ca et K (figure I ).
Un couche non-électrondense est presque exclusivement constituée de silice amorphe

(Si et O) avec K et Ca ( figure 2).
Dans d'autres secteurs de la couche non-électrondense, la matière organique est

présente (C, N et O) avec plus ou moins de Si, K et Ca (figures 3 et 4).

Dans la couche électrondense, la matière organique domine (C, N et O) avec peu de

Si, K et Ca (figure 5).

,/ Dans la vacuole apicale, certains grains électrondenses montrent la présence de plomb

associé à Si et O (figure7). En périphérie de la vacuole, un floculum contient Si, O et

des traces de K et Ca (figure 8).

{ Dans le cytoplasme la recherche de Pb et de Si est positive, d'une part dans certains

grains cytoplasmiques électrondenses (figures 6 et 9 : présence de O, Pb, P, Si et Ca),

d'autre par:, dans certains phagolysosomes (figure 11 : présence de Pb, O et Si ; figure

l2 : présence de C, O, Pb, Si et P). Laprésence de plomb a été vérifiée en analyse

laser (figure l3) alors qu'il n'est pas détecté chez les témoins.

En conclusion, le plomb particulaire, absorbé par voie alimentaire, présente une voie

d'élimination par le rein. Dans le néphrocyte, il est détecté dans des grains cytoplasmiques en

association avec du phosphate de calcium (figures 6 et 9) et dans le système lysosomal

(figures I 1, I 2 et I3). Son devenir est le passage sous forme de grains dans le liquide de la

vacuole apicale (figure 7) sans incorporation à la concrétion. La libération dans la lumière

rénale résulte de la lyse du néphrocyte. Certains phagolysosomes peuvent également expulsé

leur contenu directement au pôle apical du néphrocyte.
Cette étude, orientée vers le devenir du plomb particulaire, permet également de suiwe les

différentes localisations et association de la silice. Dans le cytoplasme du néphrocyte, la silice

est détectée dans les grains majoritairement constitués de phosphate de calcium (figures 6 et

9) contenant du plomb, mais aussi dans des grains riches en matière organique avec les

éléments C, N, O, Si et P (figr.re 10). Elle est également détectée dans les corps résiduels des

phagolysosomes (figures 1 I et l2). Son élimination transite par le liquide vacuolaire soit dans

àes 
-floculum 

contenant C, O, Si, K et Ca (figure 8), soit en association avec des grains

chargés en plomb (figure 7).Sa précipitation fînale (figures I à 5) se fait au contact de la

concrétion en association avec des mucopolysaccharides acides et les protéines associées

(coloration au bleu alcyan, cf. planche IVrs). A ce stade de précipitation de la silice, le plomb

n'est pas associé aux composantes de la concrétion et suit une voie différente d'élimination.
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Planche IVz+
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Planche IVzs : Microanalyse de la localisation des métaux dans le
néphrocyte d'un escargot contaminé par I'ajout de poudre
de zinc dans Ia nourriture (25% de zinc) après 4 semaines

La concrétion du néphrocyte ne renferme pas de zinc, la présence de matière organique
ne diffère pas des autres cas étudiés mais les teneurs en Si, K et Ca varient d'une nette
dominance de Si par rapport à K et Ca (figure l) a une dominance moindre (figure 2), enfin à
une égalité (figure 3).

Dans le cytoplasme, au niveau de grains de polyphosphates, il y a détection de O, P, Cu, K,
Zn et Ca (figure 4) et au niveau de structures interprétées comme principalement de
I'hémocyanine O, K, Cu, P, Ca et Zn (figure 5).
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. Lors de la contamination du sol par 444 ppm de cadmium, celui-ci est détecté en
trace et fréquemment (planche IVzs, figures 1,2 et 3). Les cations associés à Si
sont, dans tous les cas, K+ et Caz* (lignes 25 à 27 du tableau 59) mais avec une
prédominance de K- qui peut-être présent à un niveau égal à Si dans la couche en
formation ou une couche électrondense (planche IVze, figures I et 3) ou à un niveau
nettement supérieur à Si dans une couche non-électrondense (ligne 27 du tableau
59 ; planche IVzs, figure 2) ce qui est le premier cas observé ayant cette
caractéristique.

Dans certains cas, les éléments Mg et Al détectés dans la couche électrondense (ligne 26
du tableau 59 ; planche IV26, figure 3) proviennent du kaolin entrant dans la composition du
sol artificiel (tourbe + sable + kaolin) utilisé lors de cette expérience.

Discussion

La nature siliceuse de la concrétion représente une économie d'eau lors de I'excrétion ainsi
qu'une économie de calcium et de phosphore formant les pyrophosphates
de calcium décrits dans les concrétions des cellules à calcium de la glande
digestive. L'animal mobilise ses réserves de pyrophosphates de calcium
vers la constitution de la coquille et en excrète peu au niveau du rein. Par
ailleurs, la silice puisée dans les constituants du sol est excrétée par la
cellule rénale qui présente donc un métabolisme spécifique vis-à-vis de cet
élément. Après l'étude des constituants organiques, la discussion sera
élargie à l'ensemble des constituants de la concrétion et à une
comparaison avec les connaissances sur la nafure et les fonctions des
concrétions chez les invertébrés.

11I.4.2. Etude des composés organiques des concrétions rénales

Du fait de I'activité uricotélique des gastéropodes (avec présence d'urée signalée
seulement par certains auteurs) nous avons établi par analyse EEL les valeurs des rapports
CAI et N/O (planches IVzq à IVrs) de molécules de référence susceptibles de participer à la
fraction organique des concrétions pour les comparer aux mêmes rapports des composés
organiques de la concrétion.

Les produits de référence choisis sont la calmoduline, la guanine, I'acide urique et I'urée.
La calmoduline (P.M. : 17 kDa), dont le rôle a été évoqué dans la formation des

concrétions de phosphate de calcium de la cellule à calcium de la glande digestive, est une
protéine acide formée de 148 acides aminés avec 8 hélices aet4 brins Ê.La calmoduline peut
lier 4 Ca'-. La région centrale est un domaine de liaison (LD) avec les protéines cibles. En
effet, la calmoduline peut réguler I'activité de nombreuses enzymes. I1 en est ainsi de la
stimulation des protéines kinases (CaM-kinase II) et des phosphatases par le complexe
Ci* lCaM qui change de conformation et permet la liaison arr.c la protéine ciblô qui
d'inactive devient active. La phosphorylation sur les résidus sérine et thréonine diminue
I'affinité pour la protéine kinase alors que la phosphorylation de la tyrosine n'altère pas
I'affinité. La séquence des acides aminés de la calmoduline CaMr est connue chez Aplysia
califurnica (gastéropode marin) (Karabinos et Battacharya, 2000). Cette calmoduline est
identique à celle de Drosophila (insecte), de Halocynthia (tunicier) et de Branchiostoma
(procordé). Swanson e/ al. (1990) ont décrit la structure et I'expression du gène responsable.
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Planche IVze : Microanalyse de la localisation des métaux dans le
néphrocyte d'un escargot contaminé par I'ajout de
poussières d'électrofiltres d'aciérie dans la nourriture (25%)
et le sol (25%)

La figure I visualise les éléments présents chez un individu témoin O, Si (silice

amorphe SiO2), K et Ca. Cl est un constituant de la résine.

La concrétion ne renferme pas de plomb (figures 2 à 6)

La couche en formation, à la périphérie, est formée de matière organique (C, N et

O) et Si, K, Mg et Ca avec des traces de S (figure 2) et de Zn (non représenté sur le

spectre).

La couche non électrondense est presque exclusivement constituée de silice

amorphe (Si et O) avec K, Mg et Ca (figure 3) et pour certains spectres, présence

simultanée de Fe et Zn (figures 4 et 6), ou de seulement de Zn (figure 5).
La présence de S (figures 5 et 6) n'a pas été détectée chez les témoins (figure l) ni

celle de Fe, Zn et Mg. La formation de sulfates peut-être envisagée.

Les couches électrondenses fournissent des spectres se rapprochant de ceux obtenus

en périphérie de la concrétion avec présence de matière organique (C, N et O) et Si,

K, Mg et Ca. La quantité de Si diminue lorsque le faisceau est bien focalisé sur les

secteurs électrondenses (figures 7 et 8).

Dans le liquide de la vacuole apicale, on peut détecter des précipités riches en

carbone et oxygène avec des traces de Si, Mg et S (figure 9).

Dans le cytoplasme, certaines vésicules sont riches en matière organique, O, Si et

peu S (figure l0) et des grains de phosphates de calcium et de magnésium (O, P, Ca

et Mg) sont associés à Si, Zn (figure I l).
Du plomb est détecté rarement et très faiblement à l'état de trace dans les mêmes

structures cellulaires que celles décrites dans le cas de contamination par la poudre

de plomb dans la nourriture (planche IVz+).
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Planche fV26
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Planche lYzr: Composition des concrétions rénales en présence de sol
contenant 75o/o de cendres d'aciérie (nourriture Helixal@
2ème âge)

Les spectres EDX révèlent deux types de composition élémentaire, I'un avec (O), Si, K et
Ca (figure 1), I'autre avec (O), Si, Al, K et Ca (figures 2 et 3). D'autres métaux autres que
I'aluminium, tels que le fer et le zinc ou le plomb, ne sont pas détectés. La présence de Al
s'explique par I'utilisation d'un sol naturel désigné So, riche en argiles.
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planche IVæ : Composition élémentaire des concrétions rénales après

intoxication par un sel de cadmium additionné dans un sol

artificiel

Après contamination du sol par une solution contenant 444 ppm de cadmium, les spectres

EDX révèlent trois type de composition élémentaire en plus de la matière organique, le

premier avec (O), Si, K, Ca et Cd dans la couche en formation (figure I ), le deuxième avec,

à*r la couche non électrondense, (O), K, Si, Ca, Cd ; K étant plus abondant que Si (f,rgure 2),

la troisième avec (O), Si, K, Mg, Ca, Al et Cd dans une couche électrondense (figure 3).

Il y a donc une faible incorporation du cadmium aux concrétions ( 3 à 70Â de la masse

atomique totale des éléments). La présence d'aluminium s'explique par la présence de kaolin

dans la composition du sol artificiel.

i io ero !J0 +t0 llo aro tlc 1r0 t'tc ttlo tl ' lo lLlo

rlo l,lo 15, .-a l:c cto tlc a.æ t'tD toiæ ltrD tt'æ



Partie IV -page342

Planche IVzg

Spectre EEL de la guanine ;

o A : C/1.{ :1,02
.  B :N/O:6 ,5

Spectre EEL de I'acide urique :

.  A : C/1.{:  l , l0
o  B :N/O:2 ,00

Spectre EEL de I'urée

o A:  C/ I . { :0,74
o B :  N/O:4,98

l-
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Planche IVzg
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Planche IVso

4. 5 et 6 : spectres EEL de la calmoduline

.  4A:  C / l ' { :4 ,42 ;  B :N/O:5 ,52
o  5  A :  CN:3 ,75 ;  B :  N /O:5 ,28
r 6A : C/l . 'Ù :4,52; B :N/O: 5,58

moyenne C/t{ : 4,23 et N/O : 5,46

7 Spectre EDX de la calmoduline avec détection du soufre (acides aminés soufrés)
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Planche IV31 : Spectres EEL d'une concrétion rénale de Helix asperco
asperso témoin dtélevage. Figure N : schéma d'un néphrocyte
et localisation des spectres EEL correspondant aux ligures 8,
9et10

I Couche non-électrondense. Spectres à comparer avec les spectres 1A et 18 de la
planche IYzs. Présence de guanine :

o A : CÀtr : l,l3 et présence de calcium
o  B :N /O-3 ,60
o C : richesse en silice (SiO2)

9 Couche électrondense :

o A : CAtr : l,4l et présence de calcium
o  B :N /O- l l

Par rapport au spectre 8C présence de très peu de silice et prédominance de
matière organique. Spectres à comparer avec les spectres lA et lB de la
planche IVzq. Présence de guanine.

10 Autre secteur de couche électrondense. Spectres à comparer avec les spectres 1A
et lB de la planche IVzç. Présence de guanine :

o  A :CÀ l -1 ,19
.  B :N /O-6 .84
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Planche IVsz

11 Spectre EEL d'une couche non-électrondense d'une concrétion de Helix flspersa
aspersa en présence d'une nourriture contaminée au plomb (25V" dans la
nourriture). A comparer avec les spectres 1A et lB de la planche IV2e. Présence
de guanine :

o  A :CA . l : 1 ,49
o  B :N /O :6 ,75

12 et 13 Spectre EEL d'une couche électrondense d'une concrétion de Helix
pomatia z

o 12 A: CAtr :3,00 et  B :  N/O :  3,88
Spectres à comparer avec les spectres 4A et 48 de la planche IV:0. Présence de
calmoduline.

.  13 A :  CÆ.{:  1,53 et  B :  N/O :  13
Spectres à comparer avec les spectres lA et lB de la planche IVzq.Présence de
guanine.
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La guanine (CsHsNsO), base purique (tableau 60), présente un rapport théorique CAtr de I
et un rapport théorique N/O de 5. L'acide urique (CsH+N+O3), présente un rapport théorique
CAI de 1,25 et un rapport théorique N/O de 1,33. L'urée (CHaNzO; tableau 60) présente un
rapport théorique CÆ.{ de 0,5 et un rapport théorique N/O de 2,00 (tableau 60).

Dans les conditions d'analyse (Cf 2"*'partie), les valeurs obtenues (tableau 60 et planche
IYzg, figure I : guanine; figure 2: acide urique; fîgure 3 : urée) à partir des étalonso sont
légèrement différentes des valeurs théoriques car I'oxygène migre rapidement ce qui
augmente le rapport N/O. Ceci est particulièrement net pour I'urée avec un doublement du
rapport.

La calmoduline analysée (phospho-diestérase de cerveau de bovin ; 3'5' cyclic nucléotide
activator de chez Sigma) présente un rapport CAI moyen de 4,23 et un rapport N/O moyen de
5,46 (planche IVso, figures 4 à 6). Enfin, pour les mucopolysaccharides dont la co-présence a
été mise en évidence en histologie, on peut estimer le rapport théorique CA-l à 12 et le rapport
théorique N/O à 0,09, ceci d'après la composition moyenne connue.

En ce qui concerne la calmoduline, la migration de I'oxygène doit être également très
rapide puisque la moyenne N/O des 20 acides aminés connus est de 0,65 variant de 0,25 pour
les acides aspartique et glutamique à 2 pour I'arginine et I'histidine. Selon la composition en
acides aminés de la calmoduline prise pour réference, la moyenne obtenue de 5,46 est au
moins 2,5 fois supérieure à la valeur attendue.

La présence d'acides aminés soufrés, constitutifs de la calmoduline, est vérifîée en EDX
(planche IVro, figure 7). Dans la suite de ce chapitre, c'est donc la valeur du rapport C/I.{ qui
sera d'abord pris en considération puis, avec précaution, la valeur du rapport N/O même si, au
moment de I'analyse, le temps d'exposition aété réduit au minimum. Il faut, par ailleurs, tenir
compte des artéfacts liés à la fixation du tissu puis son inclusion dans la résine (apport de
carbone augmentant le rapport C/N) et à l'environnement chimique de la structure étudiée, par
exemple la présence de matière organique incluse dans de la silice amorphe.
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L'analyse de la composante organique des concrétions rénales de Helix aspersa aspersa

met en évidence (planche IVrr, figures 8 à l0 et planche IVgz, figure ll) dans les couches

non-électrondenses, riches en silice amorphe (SiO2) (planche IVrr, figure 8C) avec du
potassiumet peu de calcium (analyse EEL, figure 87), des valeurs CN de 1,13 etN/O de 3,60
(planche IVrr, figure 8A et 8B) compatibles, avec celles obtenues pour la guanine (CN : I,02

et N/O : 6,50), mais non compatibles avec celles de I'acide urique, de I'urée ou de la

calmoduline. On peut émettre I'hypothèse d'une co-précipitation de la silice (dominante) avec

de la guanine. L'hypothèse de la présence de I'allantoihe (rapports théoriques CÂrl de I et

N/O de 1,33) peut être formulée compte tenu de I'existence, dans les péroxysomes, d'un

cristalloide normalement formé d' urate-oxydase s ou uricases.

tm l_50 200 250 300 350 4{n
Energy l,oss (eV)

Figure 87 : Spectre EEL au niveau d'une couche non-électrondense de la concrétion

Dans les couches électrondenses, les spectres se differencient principalement par le rapport

N/O variant de 6,84 à I l, ce qui milite pour une hétérogénéité de la matrice organique. Une

caractéristique commune est I'absence ou la faible présence de silice amorphe. Les spectres

sont compatibles avec celui de la guanine (planche IV1, figures 9A et B et figures l0A et B)

et il en est de même chez les individus contaminés par 25% de poudre de plomb dans la

nourriture (planche IV32, figures l lA et B). Du calcium est également détecté.
La présence d'une calmoduline a été recherchée dans la concrétion de Helix aspersa

aspersa mais aucun des spectres obtenus n'est compatible avec la réference.
Par contre, une étude comparative des concrétions de Helix pomatia met en évidence, dans

les couches électrondenses, la présence de matière organique dont le spectre peut être

interprété par la présence dominante de calmoduline (planche IVrz, figures l2A et B) associée

à de la guanine également détectée (planche IV:2, figures 13A et B).
Il existe donc des différences interspécifiques. Quelque soit I'espèce étudiée, I'urée n'a

jamais été identifiée dans la concrétion mais elle peut être présente à l'état solubilisé dans le

liquide vacuolaire.
Par ailleurs, la coloration au bleu alcyan a montré la présence de mucopolysaccharides

acides au centre des concrétions et dans les couches se révélant par la suite électrondenses

compte tenu de leur osmiophilie. Ces mucopolysaccharides sont formés d'un enchaînement

ayant pour base I'association d'un acétylglucosamine sulfaté ou non (hexose amine) et d'un

acide glycuronique. La formule globale de I'enchaînement de base est Cr+HzrOr rN avec un

rapport CÀI de 12 et un rapport N/O de 0,09. Ces rapports sont très differents des rapports

obtenus du fait de la nature des protéines liées aux muco-polysaccharides.

x
-,<
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Tableau 60: Valeurs des rapports C/N et N/O des substances de référence (guanine, acide urique, urée,
calmoduline, mucopolysaccharides) et de la matière organique des concrétions rénales de
Helix usperso usperso et Helix pomatia. Les valeurs théoriques sont calculées d'après la
formule globale lorsqu'elle est connue. Les valeurs obtenues sont celles calculées à partir des

III.5. Conclusion et discussion sur la nature et le rôle des concrétions

III.5.I. Concrétions des néphrocytes de Helîx aspersa aspersa

La synthèse des observations histologiques, des analyses EDX et EEL pennet de proposer
(figure 89) pour la constitution des concrétions rénales d'une part, pour les couches non
électrondenses, une fraction minérale riche en silice amorphe (SiO2) plus ou moins hydratée,
associée à une fraction organique riche en guanine et d'autre part pour les couches
électrondenses peu ou pas de fraction minérale siliceuse mais présence abondante de
mucopolysaccharides acides dont certains sulfatés, associés à des bases puriques telle que la
guanine. Selon les cas, des éléments métalliques sont détectés.

spectres l-Sl- ,. {Voir nlanche lV"" à IV
C/N

f'htrrris u e | 0 lrtn,, u u
I\f /$

Thërniuucl ûhin**r
Si {':.,r h. hEg (ib:ervutiorrs

Guanine (CsII.NsO) 1,00 1,02 5,00 6,50 Migration
ranide de O

Acide urique (C5H4N4O3) 1,25 l , l 0 1 ,33 2,00 Migration
rapide de O

Urée (CO(NH2)2) 0,50 0,74 2,00 4,98 Migration
rapide de O

Calmoduline

Movenne

4,42 s 5 ?

3,75 5.28
4.52 5.58
4,23 5,46

IVI u copolysa ccha rides
(CrzHrr0r rN)',

I2 0,09

(onsétions rénnles
Helix asÛerso asuersa Interprétation

Couche non-
électrondense

l , l 3 3,60 +++ -r + + Guanine

Couche électrondense
(témoin)

l . 4 t I 1 . 0 0 o/+ ++ -T- -1- Guanine
l , l 9 6.84 ol+ Traces + 1 Guanine

Couche électrondense (Pb
25o/o dans I'aliment)

1,49 6,75 ï T Guanine

Helix pomatia

Couche électrondense 3,00 3.88 + Traces Calmoduline
Couche électrondense 1,53 l 3 f Traces Guanine

C H 2  O H

NhrcocHt

Figure 88 : Formule d'un mucopolysaccharide
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Concrétion:
- Couche non-électrondense

-Si amorphe
-Guanine
-Allantoïne ?

I
2
3

Couche électrondense

Guanine-Bases puriques
Protéines de détoxication ?

Couche périphérique

Mucopolysaccharides

- Vacuole-floculum

o Si K Ca S Mg

Pb

Grain de polyphosphates

I
4

I
4
5

o Si K Ca P S Fe Zn Me
AI
Cd Me

o P Ca Si Zn Me
Pb

ZnrKrCu

Figure 89 : Bilan de l 'étude des constituants du néphrocyte: 13 éléments (O, Si, K, Ca, Mg, P, S, Fe, Zn,
Cd, Al, Pb, Ca) ainsi que des substances organiques : guanine et muco-polysaccharides.
Légendes : Eléments sur fond bleu : éléments permanents ; éléments sur fond jaune: éléments
présents lors de certaines conditions expérimentales. 1 : Poussières d'aciérie; 2 : Sol naturel
ou art i f ic ie l  ;  3 :  Sel  de cadmium ;  4 :  Poudre de plomb ;  5 :  Poudredezinc.



Planche IVsr : Microanalyse d'une concrétion d'escargot
contaminé par ajout de poussières d'aciérie dans le sol (25%)
et I'alim ent (25o/o)

fà3 MicroanalvseEEL

. I : concrétion en début de formation A : CÀI, B : N/O

. 2 : couche non-électrondense A : CÆ.{, B : N/O

. 3 : couche électrondense A : CÆ.,1. B : N/O

4 Microanalyse EDX : présence simultanée de Si et Al



Partie IV - page 355

Planche IVss
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En présence d'un sol naturel argileux ou d'un sol artificiel enrichi en kaolin, les éléments
silice et aluminium sont associés avec, dans ce cas, soit absence de calcium et de potassium
(planche IV::) soit présence de calcium (planche IV:+).

La présence éventuelle de calmoduline a été recherchée sans succès chez Helix aspersa
aspersa alors qu'elle est présente dans la concrétion de Helix pomatia. La présence de
calmoduline est évoquée dans la constitution des concrétions de phosphate de calcium de la
glande digestive . La difference de constitution minérale entre les concrétions rénales (silice
amorphe dominante) et les concrétions de la cellule à calcium de la glande digestive
(pyrophosphates de calcium dominants) explique très vraisemblablement la participation de
protéines differentes selon la fonction de la cellule (stockage du calcium dans la glande
digestive ou excrétion rénale de la silice et des produits du métabolisme azoté par le rein)
avec, selon I'exposition à tel ou tel métal, I'hypothèse d'une éventuelle participation des
métalloprotéines dans la constitution de la fraction organique de la concrétion. La recherche
de métallothionéines lors de la contamination par le cadmium pourrait être envisagée chez
Helix pomatia dont on connaît 59 des 66 acides aminés constitutifs de la molécule d'une
métallothionéine ; le rapport théorique approché étantde2,9 pour CN et de 0,54 pourN/O. Il
y a fixation de 6 molécules de cadmium par molécule de métallothionéine. Il convient donc de
rechercher la nature exacte des substances organiques protéiques associées d'une part,
éventuellement, au métabolisme de la silice et, d'autre part, en cas de contamination, âu
transport et à la détoxication de certains métaux.

En perspective d'une recherche ultérieure sur d'éventuelles modifications des composés
organiques intégrés à la concrétion nous avons pu effectuer des analyses EEL des concrétions
provenant d'individus de I'espèce Helix aspersa aspersa contaminés en présence de
poussières d'aciérie par ajout dans le sol (25%) et la nourriture (25%).

En ce qui concerne la fraction minérale de la concrétion rappelons que Ia silice et
l'aluminium sont détectés simultanément par contre le potassium et le calcium ainsi que des
métaux ne sont pas détectés (planche IV::, figure 4A et 4B ; photographie d'une région
centrale d'une concrétion en formation).

En spectre EEL I'absence de calcium est vérifiée (Planche IVsg., figures lA,2A et 3A).
Par ailleurs, malgré une perte sur I'ordinateur des données des spectres ne permettant pas le
calcul des rapports Cn{ et N/O, les éditions des spectres réalisées lors de I'observation
(planche IV::, figures 1,2,3 A et B) montrent des rapports C/l{ et N/O très differents de tous
les spectres précédemment décrits chez Helix aspersa aspersa témoin (à comparer avec la
planche IVgr, figures 8, 9 et 10). Par contre, la microanalyse EEL d'une concrétion d'Helix
aspersa aspersa contaminé par ajout de sel de cadmium au sol (444 ppm), met en évidence
une similitude très proche avec les spectres de la guanine (comparer planche IVI+, figures I et
2A et B avec planche X31, figures 9A et B). Il semble donc intéressant de poursuivre les
études, car il apparaît que les produits finaux du métabolisme lié à I'excrétion pourraient
changer de nature en fonction du type de contamination.

Les concrétions organo-minérales du néphrocyte au stade final ne se lient pas
indifféremment à tous les cations bivalents. Comme il a été démontré, le plomb n'est jamais
incorporé à la concrétion et demeure soit lié au système lysosomal jusqu'à l'expulsion des
corps résiduels vers la lumière rénale soit à l'état de petits granules très dispersés dans la
vacuole apicale du néphrocyte avec une localisation péri-concrétionnaire.

Des grains électrondenses du cytoplasme du néphrocyte et des phagolysosomes
contiennent simultanément du phosphate de calcium et de la silice amorphe, du plomb et du
zinc. La vacuole présente des floculum de silice amorphe associée à du potassium ou à du
calcium, plus de la matière organique.



Planche IVr+ : Analyse de la partie organique des concrétions d'animaux
contaminés par du sel de cadmium (444 ppm) dans le sol
artificiel

lA. CN : partie centrale d'une concrétion en formation à comparer avec le spectre

de la guanine (planche IVzq, figure I A)

lB. N/O : partie centrale d'une concrétion en formation

2A. C/l{ : partie périphérique d'une concrétion

28. N/O : partie périphérique d'une concrétion
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Ainsi jusqu'à la constitution de la concrétion, la silice, le phosphore, le calcium, le plomb
et le zinc peuvent être détectés simultanément avec de la matière organique ; c'est dans la
vacuole que se fait la ségrégation avec, d'une part,le plomb restant dans la vacuole apicale
associé à du phosphore et à du calcium (phosphate de calcium) et, d'autre part, la silice
amorphe co-précipitant avec de la matière organique (déchets puriques mais aussi protéines
soufrées) en associant du potassium, du calcium €t, selon le type de contamination, du
magnésium, du zinc, du fer et du cadmium . La présence de matière organique empêche la
cristallisation des urates qui représentent une cause de fragilité cellulaire, par exemple chez
I'Homme, après phagocytose par les granulocytes des cristaux d'urates (crise de goutte), il y a
autolyse lysosomale et destruction cellulaire (figure 90). Chez Helix asperso aspersa,I'acide
urique et éventuellement I'urée doivent être présents à l'état dissous dans le liquide vacuolaire
du néphrocyte. Le cuivre de I'hémocyanine détecté dans des inclusions cytoplasmiques de la
cellule rénale n'est jamais détecté dans les concrétions ou les floculum du liquide de la
vacuole apicale il peut-être par contre libéré lors de la destruction finale du néphrocyte.

Figure 90 : Cristaux d'urates chez I'Homme provoquant I'autolyse des granulocytes (d'après Theret et al.,
l98s)

III.5.2. Comparaison des concrétions du néphrocyte d'Helix aspersa aspersa
avec les concrétions d'autres invertébrés

La discussion sur la nature mixte minérale et organique des concrétions peut être élargie à
d'autres invertébrés tels que les insectes (tableau 61).

Martoja et al. (1975) ont mis en évidence I'importance de la bioaccumulation minérale et
purique avec formation de sphérocristaux de composition minérale, purique ou mixte. Une
étude plus spécifique de differentes espèces de Planipennes (Martoja et al.,1978) a permis de
comparer la constitution des sphérocristaux des différents organes en fonction du mode de vie
et du milieu de vie, terrestre ou aquatique. Chez les larves terrestres de Euroleon et
Acanthaclisis des déchets puriques sont associés aux sels minéraux dans les sphérocristaux du
tissu adipeux externe et de l'épiderme sans pigment alors que chez les larves aquatiques de
Sisyra,les sphérocristaux ne sont constitués que de sels minéraux quelque soit le tissu étudié.
Les concrétions du néphrocyte de Helix aspersa aspersa se rapprochent, par leur composition,
des sphérocristaux du tissu adipeux externe des larves terrestres d'autant que les auteurs
signalent, dans le texte, la présence d'un peu de quartz (SiO2) associé à des urates de
potassium, de la calcite (CaCOr) et de la xanthine cristallisée (composé purique). Par ailleurs,
une étude du méconium, important chez les fourmilions, met en évidence la présence, dans la
lumière intestinale, de sphérocristaux libérés par les cellules du mésentéron comprenant des
composés exogènes (Si, Al, Ti) caractéristiques de minéraux de la croûte terrestre (silico-
aluminates) qui sont ingérés sous forme de microparticules par la larve. Les concrétions
d'Helix aspersa aspersa en différent cependant nettement par I'abondance de silice.



Tableau 6l : Etude des sphérocristaux des insectes planipennes. Teneurs relatives en éléments minéraux

et présencg de déchets puriques des organes des larves âgées terrestres ou aquatiques de

planipennes (d'après Martoja et al., 1978 modifié) (Eléments détectés seulement chez

I ' imago)

L'influence du milieu aquatique sur I'excrétion azotée est connue depuis les travaux de

Razet (l96l) et selon Martoja et al. (1978), I'abondance des sphérocristaux dans les différents

tissus des larves de planipennes ne s'explique pas par un besoin d'économie de l'eau car une

telle situation se rencontre chez des insectes pour lesquels une telle économie n'est pas à

envisager.
parâilleurs, la fonction de rétention minérale des cellules à calcium de la glande digestive

de Helix aspersa aspersa est analogue à celle des cellules de l'épithélium du mésentéron des

insectes et à celle des cellules des tubes de Malpighi.
Selon Martoja et al. (1978), les planipennes réalisent, dans les concrétions, une véritable

fossilisation d'éléments ayant joué un rôle dans le maintien de l'équilibre ionique ou comme

métallo-enzymes. Cet avis, comme nous I'avons vu, est partagé pour les gastéropodes.

III.5.3. Formes minérales de la silice. Rôle chez les organismes

III.5.3.1 . Formes minérales de la silice

Selon Marschner (1986), le silicium est le deuxième élément le plus abondant de la croûte

terrestre. Dans les solutions du sol, la forme prédominante est I'acide monosilicique Si(OH)4.

La solubilité dans I'eau à25"C est de Z mU.l-l soit 120 mg SiOz.l-r. Les concentrations dans

les solutions du sol varient de 7 à 80 mg.l-l avec une moyenne de 30 à 40 mg SiO2.l-l avec une
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tendance à des concentrations inferieures à pH > 7 quand les quantités de sesquioxydes sont
importantes et quand I'adsorption anionique est dominante. Des concentrations en SiOz des
solutions du sol supérieures à 120 mg.l'l indiquent soit une sursaturation en Si(OH)4 soit une
polymérisation partielle de I'acide monosilicique.

La silice ou oxyde de silicium (SiO2) est un des minéraux les plus répandus. C'est
I'anhydride de I'acide silicique (SiO:Hz) dont les sels sont les silicates. La silice se présente
sous plusieurs états : les uns amorphes et hydratés (silice gélatineuse, opale), les autres
cristallisés et anhydre (quartz, calcédoine) (Bertin, 1939 ; Jacquemin et Sider, 1990).

o La silice gélatineuse est la forme de voyage de la silice. Elle forme avec I'eau des
solutions colloidales. Elle provient de I'action dissolvante des eaux chargées en
COz agissant sur les silicates des roches et sur les organismes siliceux : Diatomées,
Radiolaires, Eponges siliceuses. Les molécules de silice sont agrégées en très fines
particules ou micelles.

o L'opale résulte de la floculation, de la coagulation des micelles de silice
gélatineuse. C'est une substance amorphe de la silice hydratée de formule
SiOz(HzO)" (de 4 à20% d'eau) transparente ou opaque, incolore ou colorée. Toutes
les roches sédimentaires contiennent plus ou moins d'opale. La meulière
caverneuse résulte de la dissolution du calcaire alors que la matrice siliceuse
demeure.

o Le quartz est de la silice pure anhydre de formule SiOz cristallisant en prismes
hexagonaux terminés par une pyramide à 6 faces.

o La calcédoine, silice non hydratée, se présente en masse fibreuse ou mamelonnée.
Elle imprègne les arbres silicifiés. Elle forme les rognons de silex de la craie
blanche par mobilisation de la silice des radiolaires et des éponges. Elle compose
les jaspes et I'agate. Le fer colore en rouge la cornaline.

o Les silicates forment la majeure partie des roches éruptives ou métamorphiques. Ce
sont des combinaisons de la silice avec différents oxydes. Leurs constituants sont
SiOz-HzO-KzO-NazO-CaO-MgO-FeO-AlzO3-Fe2O3. Les principaux silicates sont
les feldspaths, les micas, les amphiboles, les pyroxènes et les péridots.

Nota : le kaolin utilisé dans la constitution du sol artificiel en élevage contrôlé, résulte de la
décomposition des feldspaths :

fledspath orthose 65 l Oz.AlzO:.KzO
Kaolin 2SiOz.AlzO: ZHzO + 4SiOz
Bauxite 2SiO2.AlzOs.(HzO)n NHzO + 2 SiOz

On peut estimer que la silice est présente dans la ration alimentaire de I'escargot soit en
condition d'élevage dans la farine contenant de la poudre de calcaire (CaCO3) plus ou moins
riche en silice ajoutée aux ingrédients végétaux soit dans la nature à partir des silicates du sol
(argiles) mais aussi des formes de la silice rencontrées chez certaines plantes (phytolithes des
graminées).
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Compte tenu des besoins en calcium de I'escargot pour la constitution de la coquille,

I'aliment est enrichi en divers additifs calciques (broyat de coquille d'huître, roche calcaire,

carbonate de calcium) dont certains se sont révélés plus favorables que d'autres sur la

croissance. L'un de ces ajouts, une algue calcaire marine ou <maërl> draguée en Bretagne,

s'est ainsi révélé très efficace (Gomot, 1994). La microanalyse comparative EDX et EEL d'un

broyat de coquille d'huître (planche IV:sn, fîgures la et lb) et d'un broyat de <maërl>

@lànche IVlsi, figures 2a et 2b) montre une nature simple de carbonate de calcium CaCO:

pour I'huître, par contre, pour le <maërl>, il y a toujours en plus du CaCOs, un apport

iupplémentaire en Mg et, selon la fraction analysée, un apport qui peut être très important en

Fo èt, à l'état de traces, en Mn, Si, Al, P et S. Le <maërl> présente donc une performance

meilleure de la croissance. Gomot (1994) avait déjà souligné laprésence de Mg.

Dureté

Dans l'échelle qui va de I (talc) à l0 (diamant) (échelle de dureté de Mohs), les

concrétions de la cellule rénale doivent présenter une dureté de 5 à 6,5 avec une densité

variant de2,6 à3,6 (dureté du verre 5,5, dureté de I'acier 6,5, dureté du quartz 7) (Jacquemin

et Sider, 1990).
par contre, les grains de phosphate de calcium des cellules à calcium de la glande digestive

doivent présenter une dureté de 5 avec une densité proche de 3,2 (caractéristique de l'Apatite :

CasGO+)g(OH, F, Cl) (Jacquemin et Sider, 1990)
Ces duretés expliquent la difficulté d'obtenir de bonnes coupes pour I'analyse en

microscopie électronique à transmission et la microanalyse EDX ou EELS. Le plus souvent,

sauf poui les concrétions en début de formation, la place de la concrétion est un vide gardant,

en pèriphérie, la dernière couche en voie d'accroissement et dans laquelle les micelles de

silice, associés aux déchets puriques, ne sont pas encore complètement condensées.

III.5.3.2. La sil ice et les organismes

'l' Organismes fossiles

Les organismes fossiles, riches en silice, ont donné lieu à des roches siliceuses d'origine

organique :

- Radiolarites : par accumulation des squelettes des radiolaires (opale ou silice hydratée)

- Tripoli ou Diatomite : par accumulation de squelettes de Diatomées (frustules), opale

ou silice hvdratée.

- Comme nous I'avons vu, la silice provenant des Radiolaires, des Diatomées et des

éponges siliceuses a donnée lieu à la formation de silex de la craie.

* La silice et les plantes

Compte tenu du régime essentiellement herbivore de I'escargot, il est fondé de considérer

l'apport de silice par I'alimentation d'origine végétale.
Les plantes peuvent être classées en deux catégories : les accumulatrices de silicium (avec

prise de silicium excédant celle de I'eau) et les non accumulatrices (avec une prise de silicium

égale ou inferieure à celle de I'eau).



Planche lVssr : Microanalyse de I'additif calcique de certains aliments pour
I'héliciculture

l. Coquilles d'huître.

a. Spectre EEL ; mise en évidence du carbonate de calcium CaCO: ;
b. Spectre EDX : pureté du carbonate de calcium, absence d'autres éléments que O et

Ca.

2. Algues marine calcaire (<< maërl >) rentrant dans la composition de ltaliment
Helixal@

a. Spectre EEL ; mise en évidence du carbonate de calcium CaCOg ;
b. à d : Spectres EDX variés selon I'impact mais présence permanente de O, Ca et

Ms:

- b : Présence seulement de O, Ca et Mg ;
- c : Présence prépondérante de O, Ca et Mg mais aussi de Fe, S, Si, Al et Mn ;
- d: Présence importante d'oxyde de fer (O, Fe) et àl'étatde traces de Mn, Mg,

Al. Si. P et Ca.
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Exprimée en oÂ ùt poids sec des pousses végétales, le contenu en silice des plantes est très
variable. Pantes silicophiles de l0 à 15% chez les graminées des zones humides (riz) et
équisétacées (Equisetum) ; loÂ chez les graminées des zones sèches (majorité de céréales :
canne à sucre) et quelques dicotylédones ; < 0,5yo chez la majorité des dicotylédones
spécialement les légumes.

Après la prise de la silice par les racines, le transport est assuré par le xylème et la
distribution est fonction du taux de transpiration dans les organes. Le dépôt de la silice se fait
en fin de flux de transpiration, plus particulièrement dans la paroi externe des cellules
épidermiques des deux surfaces foliaires.

La silice se dépose, soit sous sa forme amorphe ou opale SiOz.nHzO, soit sous la forme de
phytolithes d'opale ayant des formes distinctes et caractéristiques de I'espèce végétale.

Chez certaines plantes, I'imprégnation de la paroi des cellules épidermiques, par une
couche résistante de silice, crée une barrière contre la perte d'eau par transpiration cuticulaire
et contre les infections fongiques. Une quantité importante de silice est intracellulaire chez les
plantes herbacées dans des cellules spécialisées désignées < cellules à silice >. Elle existe
également dans les parois cellulaires des vaisseaux du xylème et dans les cellules de
I'endoderme des racines où elle agit comme barrière aux parasites et pathogènes.

La présence de fibres de silice dans certaines productions végétales peut être une menace
pour la santé humaine car leur dimension correspond à la taille critique des fibres classées
comme carcinogénétiques (corrélation entre la consommation de Setaria en Chine du nord ou
de Phalaris mélangé au blé dans le Middle East et le taux de cancers de l'æsophage).

La fonction physiologique de la silice, chez les plantes, est principalement démontrée lors
de la reproduction (riz) alors qu'elle est faible pendant la phase de croissance végétative. Des
symptômes de déficience en silice sont cependant observés chez la canne à sucre. La silice est
un élément essentiel pour la croissance et la reproduction de la tomate et du concombre, ceci
en rapport avec le rôle de la silice dans la résistance à la compression des vaisseaux du
xylème quand le taux de transpiration est élevé. Les effets sur la reproduction sont encore non
explicités.

Les troubles métaboliques liés à I'absence de silice, considéré comme un oligoélément
essentiel des plantes supérieures, n'ont pas encore fait I'objet de nombreuses études.
Cependant, en l'absence de silice, les auteurs mettent en évidence :

a. une décroissance de I'incorporation du phosphate inorganique dans I'ATP et x
(canne à sucre)

b. une décroissance du pourcentage en lignine dans les parois racinaires du blé
avec une augmentation des composés phénoliques.

L'acide silicique donnerait des dérivés du type esters et permettrait les liaisons dans
l'organisation structurale des polyuronides (R1-O-Si-O-R2). De même, il a été démontré une
grande affinité de l'acide silicique pour les O-diphénols (acide caféique) et les esters qui en
dérivent avec une formation de complexes mono, di et poly Si de grande stabilité et de
solubilité faible (figure 9l). La présence de silice n'est pas seulement un dépôt inerte dans les
parois lignifiées mais elle module la biosynthèse de la lignine avec un bilan énergétique
estimé comme favorable. L'acide gerrnanique a été employé comme inhibiteur métabolique.
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Figure 9l : Complexes poly-siliciques

Les effets nettement favorables signalés sont :

- effet favorable sur la position dressée des feuilles diminuant I'ombrage alors

que des apports azotés diminuent cette position

- diminution des infections fongiques (barrière physique et aussi résistance à la

dégradation enzymatique de la paroi)

- blocage de la toxicité du manganèse etlou du fer (Vlamis et Williams, 1967 in

Horst et Marshner, 1978 ; figures 92 eI93).

Figure 92 : Effet du manganèse sur le poids sec du poids en absence et en présence de silice (l-55 mg

SiOz/titre). Les lignes verticales représentent l'écart type (modifié d'après Horst et

Marschner, 1978)

Figure 93 : Autoradiographie montrant I'effet de la silice (0,75 mg Sio2/litre) sur la distribution du saMn

dans tes feuiiles de pois contaminés pendant 6 jouÀ par O,lmM de toMn. Les teneurs en

manganèse des premières feuilles sont de :22,0 pdg de poids sec en absence de Si et 16,7 ltglg
de poids sec en présence de Si (d'après Horst et lVlarschner, 1978 a)
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Ce dernier aspect mérite un développement. Vlamis et Williams (1957) montrent, chez le
haricot, en I'absence de silice, une distribution non homogène du manganèse se concentrant
au niveau des taches brunes, typiques de la toxicité du manganèse (oxydes de manganèse),
entourées de chlorose et de nécrose. En présence de silice, le manganèse se réparti d'une
manière homogène dans la feuille, n'atteignant pas le seuil de toxicité cellulaire. Toutefois, le
mécanisme de cet effet favorable n'est pas complètement élucidé.

Chezleriz, selon Vorm et Diest in Marshner (1978),la présence de silice diminue la prise
de fer et de manganèse par les racines. Un apport de silice est une pratique courante dans la
culture intensive du riz et de la canne à sucre.

* La silice et les animaux

Effets favorables

La silice est un élément minéral essentiel pour les animaux. C'est un constituant de
certains mucopolysaccharides du tissu conjonctif (Jones, 1978).

Effets défavorables

Chez les herbivores, la consommation d'une grande quantité de phytolithes peut aboutir à
une abrasion excessive des parois de la panse et de la silice dissoute peut former des dépôts
secondaires dans le rein avec des pertes économiques conséquentes (Jones et Handreck,
re6e).

La silice peut être à l'origine de pathologies mitochondriales chez les mammiferes. Après
injection intra-péritonéale de gel de silice, on note la présence de silice dans la matrice de la
chambre interne mitochondriale (Policard et al., l96l).

Bioaccumulation

Dans une revue sur la bioaccumulation des métaux, Martoja et Martoja (198a) signalent
une bioaccumulation naturelle de silicium chez les mollusques : d'une part, en faible quantité,
dans les cellules en relation avec le milieu extérieur : (incorporation à la denture (Ca, Fe, Si),
lame basale (Al, Si, Ca, Fe, Cu, Br, Zn, Mo, Ag et Cd) d'autre part, également en faible
quantité, dans la matrice extracellulaire (sphérocristaux calcaires : Ca, Mn, Zn, Mg, Si et Fe).
Pour les autres groupes zoologiques et en bioaccumulation naturelle, les auteurs citent les
spongiaires avec I'endosquelette siliceux et les vertébrés avec la silice pouvant être abondant
dans les vacuoles digestives (Mg, Al, Si, K, Ca, Ti et Fe) ou en faible quantité dans les
lysosomes des cellules en contact avec le milieu intérieur (Fe, Mg, Al, Si, Mn et Cu). En cas
de bioaccumulation induite, les auteurs citent, chez les mollusques et les vertébrés, la
présence de silice, associé à Be, Al, Ti, Cr, Fe et Pb dans les vacuoles digestives des cellules
ayant des échanges avec le milieu extérieur.
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Chapitre IV : Comparaison des concrétions de la glande digestive
et du rein chez Helix usperso

Une observation, à l 'état frais, met bien en évidence les concrétions des cellules basophiles
ou cellules à calcium de la glande digestive (planche lV::e, f igure 1) ainsi que, par acintts de
la glande, la présence de cel lu les à grande vacuole avec des corps résiduels jaunâtres (A:3,7
pm) Il s'agit de cellules digestives en phase excrétrice. Un fiott is extemporané de la glande
digestive permet de disperser les concrétions (planche IVr;e. f igure 2) et de mesurer leur
diamètre variant de 0,5 à 1.88 prm.

Un frott is du rein permet de disperser également les concrétions et de mesurer leur
diamètre variant de3,22 à9,14 pm (figures 95 et 96). Les concrétions rénales présentent une
fbrme moins régulière. grossièrement sphérique ({ 'rgure 94), mais avec des protubérances
nramelonnées par adjonction de sous unités sphériques (planchelV::e. f igure 3).

Les concrétions se retrouvent mélangées dans les fécès. Un fiott is permet de distinguer les
concrétions des fécès des constituants normaux de la farine fournie (planche [V:e, f igure l).
Le mélange de deux classes de tail le de concrétions est observé (planche lV:e. f igure 2). Un
traitement à I 'acide chlorhydrique produit une effèrvescence avec une disparit ion des
concrétions de la glande digestive. alors que les concrétions rénales ne sont pas dissoutes
(planche IV:6, f igure 3) et présentent seulement des desquamations de surface. [-a nature
organo-minérale difterentes, des deur Upes de concrétiot-ts, explique cette dif lërence de
réaction avec une paftie minérale riche en P et Ca, pour les concrétions de cellules à calcium,
et une partie minérale riche en Si et avec peu de Ca, pour les concrétions rénales.
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Planche lVssn : Morphologie comparée des corps résiduels (C.R.) de la
glande digestive, des concrétions des cellules à calcium
(CCCa) de la glande digestive et des concrétions rénales
(C.N.) chez Helix aspersa (échelle 10 pm)

1. Observation extemporanée et sans coloration d'un fragment de la glande
digestive (G x 400)

Une cellule digestive, en phase excrétrice, présente deux corps résiduels jaunâtres d'un
diamètre de 3,7 pm.
Les cellules à calcium présentent des grappes de concrétions d'un diamètre mæ<imum
de 1,88 pm.

2. Frottis extemporané, sans coloration, de la glande digestive (G x 400)

Les concrétions ont un diamètre variable de moins de 0,5 pm.

3. Frottis extemporané, sans coloration, de néphrocytes (G x 400)

Les concrétions présentent un diamètre de 3,22 pm à 9,14 pm. Certaines semblent
formées par la coalescence de plusieurs concrétions donnant, en surface, un aspect
mamelonné (b et c). La concrétion d montre bien I'adjonction de petites concrétions
d'environ 0,5 pm de diamètre formant un ensemble de 6,45 pm de diamètre.
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Planche IV36 : Comparaison de la composition de I'aliment Helixal@ et des
fécès chez Helix osperso (échelle : 10 pm)

Détail de la poudre formant I'aliment Helixal@ (G x 250)

On reconnaît des fibres et des cellules végétales (C.V.).

Frottis de fécès de H.a. (G x 400)

On reconnaît des concrétions de deux classes de taille differentes :

a) La classe supérieure avec des diamètres allant jusqu'à 7,5 pm.
b) La classe inferieure avec des petites concrétions commençant à 0,5 pm.

Frottis de fécès de H.a. après traitement à I'acide chlorhydrique(G x 400)

a) Les concrétions de la classe de taille supérieure résistent tout en montrant des
desquamations superficielles. Elles sont de nature mixte, organique et
siliceuse. La présence de silice les rend résistantes à I'acide chlorhydrique.
Elles proviennent des néphrocytes (C.N.).

b) Les concrétions de classe de taille inférieure ont disparues du fait de leur
nature phosphatée calcique et organique. Elles proviennent des cellules à
calcium de la glande digestive (C.C.Ca.).

Anatomiquement, le pore urinaire est très proche de I'anus et les produits d'excrétions
s'associent aux fecès du tractus digestif.

1 .

2.

3.
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Figure 95 : Répartition de la taille des concrétions en effectif cumulé (n= 127)
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Chapitre V : Comparaison des concrétions des cellules à calcium
digestives et des néphrocytes entre Helix aspersn
ospersa et Helix pomutia (planches IV37 et IV3s)

Les différences concernent la glande digestive et le rein (tableau 62).
Dans la glande digestive de Helix pomatia, les cellules à calcium présentent une vacuole

basale, occupant les % O"volume de la cellule, dans laquelle s'agrègent des concrétions de

tailles variées (l à S Fm). Les cellules digestives sont beaucoup plus nombreuses avec un pôle

apical qui se projette en lobe dans la lumière de la glande digestive (figures 1 et 2 de la
planche IVrz).

Les néphrocytes,, à grande vacuole apicale, contiennent des inclusions de 12 à 15 pm à
contours festonnés du fait de la coalescence de plusieurs concrétions, avec une réaction
positive aux mucopolysaccharides au niveau de l'enveloppe formée par les différents
constituants en cours de précipitation.

Après ajout d'acide chlorhydrique (planche IV:s), les concrétions des cellules à calcium de
Helix pomatia disparaissent alors que les concrétions rénales ne sont pas dissoutes. L'analyses
EDX met en évidence, dans les concrétions rénales, la présence de silice amorphe mais
également P et Ca en faible quantité (planche IV:q, figures A à C). Il y a présence de P, Ca,
Mg, K et Na avec peu de Si dans les concrétions des cellules à calcium avec présence
simultanée de pyrophosphates et de carbonates de calcium (planche IV:q, figures D à G).

Tableau 62 : Comparaison des caractéristiques des concrétions des cellules à calcium et des néphrocytes
chez Helk osperss aspersa et Helix pomatia.
*r : parfois présence de multiples petites concrétions sphériques (n x l0) d'un diamètre

d'environ 0,5 pm formant un ensemble de 6,45 pm de diamètre.
tY2 fois nrésence d réti les de struct diaire d' iron 25: parloN presence de con( ons anormales oe structure raolalre s-en

HelLv osperso ûsperso Helix pomatia

Glande digestive:
Concrétions des

cellules à calcium

Nombre par
cellule

n x l 0 n x l 0

Forme sphérique sphérique

Diamètre 0,5 à 1,8 Lrm l à 8 u m

Nature
organo-minérale (P-Ca ;

Pyrophosphates)

organo-minérale (P-Ca-Mg-
Na-K peu de Si).
Pyrophosphates et carbonates
de calcium

Concrétions des
néphrocytes

Nombre par
cellule

l * l n x I  0*2

Forme
+ sphérique avec des

protubérances
sphérique

Diamètre 3 à 9 p m
- élémentaire de l, à 4,5 pm
- ensemble de 12 à 15 pm

Nature

organo-minérale :
-  Si l ice amorphe: K, Ca,

Mg, Al (Silicates)
- Bases puriques :guanine
- Protéines (indéterminées)
- Mucopolysaccharides

acides.
- En cas de contamination

métallique par certains
métaux :Fe,Zn et  Cd

organo-minérale

Sil ice amorphe et
phosphate de calcium

Composés azotés:
Cuanine

Calmoduline
Mucopolysaccharides

acides
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Planche IVsz : Histologie de la glande digestive et du rein chez Helix
pomatia (échelle figures I et 3 : 10 pm et fïgure 2 z I pm)

l. Coupe de la glande digestive (G x 250)

Sur cette coupe, on peut observer les cellules à calcium avec des concrétions calciques
ainsi que les cellules digestives délimitant la lumière de la glande digestive.

2. Détail de deux cellules à calcium (G x 1.000)

On peut observer les concrétions dans la vacuole occupant les % Or la cellule.

Les cellules digestives sont d'aspect granuleux et contiennent de nombreuses vacuoles
digestives.

3. Coupe de lamelles rénales colorées au bleu alcyan (G x 250)

Sur cette coupe, on peut voir des hémocytes circulant dans les sinus sanguins axiaux
des lamelles et des néphrocytes délimitant la lumière rénale. Chaque néphrocyte
présente une vacuole apicale très développée contenant des concrétions visualisées
après coloration par le bleu alcyan de la couche périphérique riche en
mucopolysaccharides.
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Planche IV3s : Etude morphologique des concrétions des cellules à calcium
de la glande digestive et des concrétions rénales chez Helix
pomatia (échelle figures 1 à 4 : 10 pm)

Etude des fécès (G x 65)

En dehors des résidus végétaux non digérés, il y a une abondance de concrétions
minérales de tailles variées (l à 8 pm).

Observation des fécès après traitement à I'acide chlorhydrique (G x 65)

Les concrétions ayant pour origine la glande digestive sont dissoutes alors que les
résidus végétaux persistent.

Observation extemporanée d'une lamelle rénale (G x 250)

La vacuole apicale des néphrocytes contient de multiples concrétions de petite taille
(1,5 à 4 pm), contrairement aux néphrocytes de Helix aspersa aspersa qui ne
présentent généralement qu'une concrétion importante.

Observation extemporanée d'une lamelle rénale ( G x 250)

Il y a une présence rare de très grosses concrétions à structure radiaire d'un diamètre
de 25 pm.
La digestion à l'acide chlorhydrique ne dissout pas les concrétions des figures 3 et 4.

l .

2.

3.

4.
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Planche IV3e : Microanalyse des concrétions rénales et des concrétions des
cellules à calcium de Helix pomotia

B. et C : Analyse EDX des concrétions rénales de Helix pomatia. Présence de silice
amorphe (figure A) associée au phosphate (figure B) ou phosphate et calcium (figure
C) et à de la matière organique. La coloration histologique au bleu alcyan met en
évidence la présence de mucopolysaccharides acides.

à G : Microanalyse des concrétions des cellules à calcium de la glande digestive de
Helix pomatia

calcium, magnésium, sodium et de
quantité de silice amorphe.

en évidence la présence de phosphates de
potassium ainsi que la présence d'une faible

présence de pyrophosphates PzOza-.

Figure F : pour le carbone, on distingue l'existence de doubles liaisons
C:O et de simples liaisons C-O. Il s'agit donc d'un carbonate de calcium.

Figure G : rapport N/O mettant en évidence I'abondance d'oxygène et peu
d'azote lié à la partie organique de la concrétion.
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Tableau 63 : Eléments détectés par EDX dans le pied. Légendes:
élément abondant i + : élément présent ; (+) : traces I - :
Nota : P est confondu avec le pic d'osmium

*** : élément très abondant i ** :
absence.

Cellule du conionctif pédieux

Cellule à
calcium

Poudre de Couche
zinc électrondense

Couche non-
électrondense

Poudre de MucocYtes
Grains

nourriture) Grains- 
électrondenses

Sel de << Pore cells >>
cadmium (444
ppm dans te , 

c..:t1ïft:



Chapitre VI : Localisation des métaux dans le pied

Comme nous I'avons vu dans l'étude bibliographique, le pied est un organe présentant

chezles gastéropodes, la caractéristique de I'existence, dans le conjonctif, de très nombreuses
( pore cells )) et, en moins grande quantité, de cellules à calcium. La figure I (planche IVas)

présente une coupe longitudinale du pied d'un individu témoin dont l'épithélium ventral se

caractérise par I'abondance des mucocytes. Dans le conjonctif, il y a aussi un réseau de hbres

musculaires et des sinus sanguins.

VI.1. Etude histologique du pied chez le témoin et les animaux

contaminés par de la poudre de plomb

Après contamination par ajout de poudre de plomb dans la nourriture et coloration au

Mô[êr, il y a une réaction positive au niveau des concrétions des deux types cellulaires

(planche IV+0, figures 2,3 et 4).
La présence de tissu nerveux dans le fragment de pied fixé a permis de constater

I'accumulation de plomb dans les neurocytes (planche IV+r, figures I à 3). Cette observation

fortuite et préliminaire nécessite une étude ultérieure spécifique du système nerveux.

V1.2. Etude par microanalyse de la localisation des métaux dans le pied

(tableau 63)

La microanalyse EDX met en évidence, dans certaines cellules du tissu conjonctif du pied,

des grains de ferritine (planche IY +2, figure 1).
Après contamination par de la poudre de zinc, les concrétions des cellules à calcium du

conj|nctif présentent, en analyse EDX, les éléments O, P, Ca, Mg et Zn (planche IV+2, figures

2 et 3) parfois Fe (planche IV+2, figure 4) que ce soit au niveau des couches électrondenses ou

non-électrondenses (cliché A x 15.000 et cliché B x27.500, planche IV+z). Les éléments sont

associés à de la matière organique dans les couches osmiophiles.
Lors de la contamination avec de la poudre de plomb, I'analyse EDX met en évidence,

dans les vacuoles des ( pore cells D, une présence importante de plomb et peu de calcium (le

phosphore est confondu dans le pic d'osmium) (planche IV+:, figure I et cliché A x 4.700).- 
Après contamination du sol artificiel par un sel de cadmium (444 ppm), la microanalyse

EDX met en évidence, dans les grains électrondenses des < pore cells > du tissu conjonctif

pédieux, une richesse en S et Si, moins de P et de Ca et des traces de cadmium (planche IV+r,

hgrrr. 2). Les cellules épithéliales pédieuses présentent les éléments suivants : P, Ca, S, Si et

Mg mais pas de cadmium (planche IVar, figure 3).
La recherche de métaux dans les grains de mucigènes des mucocytes pédieux n'est jamais

positive que ce soit après contamination par de la poudre de plomb ou des poussières

d'aciérie. Les éléments détectés sont P, Ca et S associés à de la matière organique.
par contre, après contamination par la poudre de plomb mélangé à la nourriture, des grains

électrondenses cytoplasmiques contiennent les éléments Pb, P, Ca, Fe associés à de la matière

organique (planche IVa3, figure 4).



Planche IVro : Histologie des types cellulaires intervenant dans le
métabolisme des métaux et localisés dans le tissu conjonctif
pédieux. Cellules à calcium et << pore cells >> (échelle 10 F,m
pour les figures Lr 2 et 3; lp,m pour la figure 4)

Sole pédieuse d'un animal témoin, coupe à la paraffïne, coloration au Môller et
au bleu de toluidine (G x 160)

L'épithélium ventral est riche en mucocytes alors que l'épithélium dorsal en est
dépourvu. Présence de fibres musculaires, de cellules du tissu conjonctif pédieux et de
sinus sanguins. Absence de réaction positive au Môller.

Coupe dans le tissu conjonctif pédieux d'un animal contaminé par ajout de
poudre de plomb dans la nourriture, coloration au Môller seul (G x 400)

Les cellules à calcium du tissu conjonctif (flèche noire) présentent une réaction
positive au Môller (présence de plomb). Importance des sinus sanguins. < Pore cells >
contenant également des inclusions positives (flèche blanche)

Coupe dans Ie tissu conjonctif pédieux d'un animal contaminé par ajout de
poudre de plomb dans la nourriture, coloration au Môller et au bleu de toluidine
(G x 400)

Accumulation de plomb dans les cellules à calcium (flèche noire) et dans les < pore
cells > (flèches blanches).

Détail des cellules à calcium et des (( pore cells >> du tissu conjonctif pédieux d'un
animal contaminé par ajout de poudre de plomb dans la nourriture, coloration
au Môller et au bleu de toluidine (G x 2.000)

Les cellules à calcium et les ( pore cells > présentent des réactions positives au
Môller. Il y a une coloration nucléaire au bleu de toluidine.

1.

2.

3.

4.
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Planche IVn : Accumulation de plomb dans le système nerveux. Animal
contaminé par ajout de plomb dans la nourriture (échelle
10 pm pour les figures I et 2; 1 pm pour la figure 3)

l. Coupe d'un nerf pédieux, coloration au Môller et au bleu de toluidine (G
160)

Une capsule conjonctive entoure l'ensemble neurocytes et fibres neryeuses.

2. Détail des neurocytes, coloration au Môller seul (G x 400)

Coloration positive de nombreuses vacuoles (système lysosomal) dans le cytoplasme
(flèche noire).

3. Détail de I'accumulation de plomb dans les neurocytes, coloration au Môlter et
au bleu de toluidine (G x 1.000)
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Planche IV42 : Microanalyse EDX de la localisation des métaux dans le pied
d'Helix asperso aspersa contaminé par de la poudre de zinc

Témoin : Détection de Fe (ferritine) dans cellule du tissu conjonctif du pied

3 et 4 : Individu contaminé par de la poudre de zinc. P, Ca, Mg, Zn et Fe dans
les concrétions des cellules à calcium du conjonctif

l .

2.
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Planche IVa2
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Planche IV6 : Microanalyse EDX de la localisation des métaux dans le pied
d'Helix aspersa ospersa contaminé par de Ia poudre de
plomb (<< Pore Cell >) (1) ; par un sel de cadmium : << Pore
Cell >> (2), cellule épithéliale (3) et mucocyte (a)
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Planche IVa3
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L'ensemble des données histologiques et microanalytiques obtenu permet de proposer les
voies de passage, transport et élimination de la silice et des métaux chez Helix aspersa
aspersa en adaptant le schéma établi pour les voies de métabolisation du cadmium chez le
gastéropode prosobranche marin Littorina littorea (Marigomez et al., 1995) aux spécificités
des gastéropodes pulmonés terrestres : c'est I'objectif du chapitre VII.

Cycle of Cd
in Winkles 
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Rappel de la figure 26 : Schéma illustrant la voie de mobilisation du cadmium dans I'ensemble des tissus
de Littorins littoreu avec I'indication des types de cellule impliqués dans l'élimination du métal
(modifié de Marigomez et aL,1990 et Nott et a1.,1993).
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Chapitre VII : Synthèse : Proposition et discussion des voies de
passage, transport et élimination de la silice et des
métaux.

Vil.l. Silice et aluminium

La figur e 97 regroupe toutes les observations qui, en microanalyse, ont mis en évidence la

présencè de silice associée ou non à l'aluminium. Les différentes étapes sont numérotées de I

à 20.
La voie de pénétration de la silice met en jeu les cellules digestives de la glande digestive

avec incorporation, dans les vacuoles, par endocytosel. L'évolution est une incorporation dans

des vésicules du système lysosomal2. Lors de I'emploi d'un sol naturel de référence ou d'un

sol artificiel contenant du kaolin, il y a présence simultanée de l'aluminium. La formation de

corps résiduel dans la cellule digestive en phase d'excrétion avec expulsion vers la lumière

digèstiv.3 concerne une fraction de la silice. Pour l'autre fraction de la silice, on peut retenir

,J*-. hypothèse, le passage vers les hémocytes circulantsa.
Cette piésentation est contraire à I'hypothèse de Manoja et Martoja (1973) selon laquelle

Si et Al des inclusions brunes (corps résiduels) de la glande digestive ne peuvent provenir

d'une absorption de particules de silice, silicates ou silico-aluminates mêlées aux aliments,

mais seraient le résultat d'une activité du système lysosomal vers une voie d'excrétion dans la

lumière du tube digestif.
Les cellules à calcium de la glande digestive qui possèdent une importante activité

d'absorption au pôle apical, prése-ntent de la silice associée aux concrétionst et dans le

cytoplaim"6 des grains électrondenses renferment de la silice et de I'aluminium. Le devenir

de la silice est Àajoritairement une expulsion dans la lumière du tube digestif en même

temps que les concrétions. Les entérohépatocytes de I'intestin antérieur sont actifs dans la

;tË;."ifir.t dont le devenir est le passage vers les hémocytes circulants au Ppl. basale.

La silice et I'aluminium arrivent au rein, transportés par les hémocytes'u. L'éventualité

d'un transport direct par le sang et sans intervention des éléments figurés reste à vérifier.

Le néphrocyte est la cellule spécialisée dans l'élimination finale de la silice et de

I'aluminium. En effet, on détecte de la silice, du phosphore et du calcium dans des grains en

formation dans le cytoplasmell puis dans des vaôuoles fusionnant avec la vacuole apicalel2.

Dans cette vacuole, lu rili.. est détectée soit sous forme d'un floculuml3, soit sous la forme de

grainsla, soit enfin incorporée dans la concrétion avec alternance de couches minérales non-

électrondenses, riches .n Si, K, Ca, Mg et Alls, et de couches électrondenses, riches en

matière organique et plus pauvres en Si, K et Cal6. Le devenir de la silice et de I'aluminium

est une expulsi- vers la lumière rénale par libération des concrétionsl7, libération des grains

de la uu.uàI.t8 libération des corps résiduels du cytoplas-.tn.
Il faut ajouter aux differentes voies d'excrétion de la silice, la possibilité d'une expulsion

de la silice et de I'aluminium par passage d'hémocytes dans la lumière de la glande digestive,

celle du tube digestif et celle du rein'".
Le métabolisme de la silice et de I'aluminium chez I'escargot peut être considéré, de même

que la synthèse d'acide urique, comme une adaptation à la vie terrestre. De même que les

carbonates, les phosphates et les carboxylates, les silicates peuvent jouer le rôle de donneur

d'oxygène et incorporer dans les concrétions, résultant d'une biominéralisation, les éléments

de la classe A à savoir Mg, K, Ca, Na et Al ainsi que des métaux de transition (Cd, Fe et Zn).
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La détection simultanée de la silice et du plomb (métal de la classe B) ne veut pas dire réelle
association mais simple juxtaposition temporaire de localisation car l'évolution montre bien
une ségrégation differente des éléments.

Le rôle physiologique des silicates vis-à-vis de l'économie d'eau doit être également pris
en considération puisque la silice amorphe mise en évidence est seulement faiblement
hydratée. Par ailleurs, la présence moindre de calcium dans la concrétion rénale par rapport à
la concrétion de la cellule à calcium de la glande digestive représente une économie de cet
élément nécessaire à la confection de la coquille.

D'autres auteurs ont mis en évidence la présence de silice chez les gastéropodes marins.
C'est le cas chez Littorina litlorea (Marigomez et al.,1990), dans les lysosomes du manteau
en association avec du calcium et du magnésium ainsi que dans les lysosomes de la cellule
rénale avec P, K et Cl. Par contre, les concrétions rénales de Littorina littorea sont formées de
phosphate de calcium. Le cas de l'escargot Helix aspersa aspersa est donc tout à fait original
avec une évolution adaptative à la vie terrestre. Même si les concrétions sont differentes par
leur morphologie, nous avons montré, chez Helix pomatia, une composition chimique
identique à celle décrite chez Helix aspersa aspersa.

La seule étude exhaustive sur l'accumulation de Si et Al chez les gastéropodes terrestres,
marin ou d'eau douce est celles de Martoja et Martoj a (1973) qui ont recherché si le silicium
et l'aluminium, éléments constants de la matière vivante à rôle physiologique inconnu,
s'accumulent dans certains tissus comme cela avait été démontré dans le système
macrophagique du foie d'un amphibien.(Truchet et Martoja, 1973).

Les tableaux 64 et 65 donnent les résultats obtenus par les auteurs en spectrographie de
rayons X à la microsonde de Castaing sur coupe à la paraffine de 7pm d'épaisseur et pour
comparaison la synthèse de I'ensemble des résultats obtenus dans le présent travail.

La présente étude met en évidence la présence de silice en faible quantité dans les deux
types cellulaires de la glande digestive (cellule à calcium et cellule digestive) de Helix
aspersa aspersa non mentionnée par Martoja et Martoja (1973) chez la même espèce ceci
peut s'expliquer par la difference de technique de préparation de l'échantillon à savoir
I'inclusion à la paraffine. Les données supplémentaires obtenues sur le rein, dans la présente
étude, sont fondamentales en ce qui concerne la silice présente avec le fer et le zinc (cations
vitaux) dans les concrétions ou, de manière transitoire, avec le plomb dans les grains intra-
cytoplasmiques ou intra-vacuolaires.

La présence simultanée de Si et Al dans les mélanocytes du tissu conjonctif de I'escargot
terrestre Pomatias elegans conforte l'hypothèse formulée chez Helix aspersa ospersa d'un
transport par les hémocytes évoluant en macrophages. Des études sont en cours pour évaluer
la contribution des hémocytes dans le transport de Si et Al mais aussi des métaux lourds ainsi
que leur élimination au niveau du rein.

Dans une revue sur la bioaccumulation des métaux, Martoja et Martoja (198a) signalent
une bioaccumulation naturelle de silicium chez les mollusques : d'une part, dans les cellules
en relation avec le milieu extérieur (incorporation à la denture en faible quantité : Ca, Fe et
Si; lame basale en faible quantité: (Al, Si, Ca, Fe, Cu, Br, Zn, Mo, Ag et Cd) d'autre paït,
dans la matrice extracellulaire (sphérocristaux calcaires en faible quantité : Ca, Mn, Zn, Mg,
Si et Fe). Pour les autres groupes zoologiques et en bioaccumulation naturelle, les auteurs
citent les Spongiaires avec I'endosquelette siliceux et les Vertébrés avec Si pouvant être
abondant dans les vacuoles digestives (Mg, Al, Si, K, Ca, Ti et Fe) ou en faible quantité dans
les lysosomes des cellules en contact avec le milieu intérieur (Fe, Mg, Al, Si, Mn et Cu). En
cas de bioaccumulation induite, les auteurs citent chez les Mollusques et les Vertébrés, la
présence de Si associé à Be, Al, Ti, Cr, Fe et Pb dans les vacuoles digestives des cellules
ayant des échangent avec le milieu extérieur.
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En fonction des données actuelles, il apparaît que la silice soit présente dans la glande

digestive chez les gastéropodes terrestres et absente chez les gastéropodes aquatiques

dulçaquicoles ou marins.
Le problème du transfert dans les chaînes alimentaires des métaux incorporés dans les

concrétions de silice peut également être discuté car [a nature non digestible de celles-ci ne

permet probablement pas la biodisponibilité ultérieure des éléments potentiellement toxiques

comme le cadmium et le zinc.

Tabfeau 64 z Localisations des éléments chez des gastéropodes terrestres et aquatiques selon Martoja et

Martoja (1973) et comparaison avec les résultats du présent travail
faible ; ** présence abondante ; nd déterminéLégendes : 0 : absenc.ejLt)j_plÉ!9rry9 : * * c e a n : non determ

Martoja et Martoja (1973) AI Si Ca Mg K Fe Zn Mn Cu P o S Pt) C N

Escargot 
Inclusions

terrestre 
brunes (cellules

pulmoné, Herix 
excrétrices de

aspersa osperss 
la glande
disestive)

-r 0 + T 0 0 0 0 0 -r nd nd nd nd nd

Sphérocristaux
(cellule à

calcium de la
glande

Escargot #
terrestre

prosobranche, oi".i'u.(|,'.t:f,|tt

0 0 + + -L + + + 0 -r nd nd nd nd nd

-T- ï + 0 0 + 0 0 0 + nd nd nd nd nd

romilr'as ercgans 
sphé.o-"tstau-

(cellules à
calcium)

Mélanocytes du
tissu conionctif

0 0 + + 0 + + 0 0 -r nd nd nd nd nd

+ -r
T 0 0 + + 0 0 + nd nd nd nd nd

Escargot
aquatique Inclusions

prosobranche pigmentées de
d'eau douce, la glande

Bithynio digestive
tentaculata

-r 0 + + 0 + + 0 + -r nd nd nd nd nd

Prosobranche Cellules
marin, Nassarius coniques de la

reticulatas slande dieestive
0 0 + 0 0 + 0 0 0 + nd nd nd nd nd

Sphérocristaux
de la cellule à

Opisthobranche calcium
marin, Ap Inclusions

brunes de la
glande digestive

0 0 + nd nd -r nd nd nd nd nd nd nd nd nd

+ 0 T nd nd -r nd nd nd nd nd nd nd nd nd

Présent travail AI Si Ca Me K Fe Zn Mn Cu P o S Pb C N

Glande C. digestive -Vacuole

digestive C. calcium-concrétions

-r (+) + 0 0 + + 0 + -r + T + + +

0 (+) ++ + + + + 0 -r ++ + 0 + 0 0
Concrétions -r ++ + -1- + + T- 0 0 0 + + 0 + -1

rr -:_ Grains cytoplasmiques
l(eln 

de polyphosphates 0 T + + + 0 + 0 + -r + 0 I-r 0 0

Corps résiduels 0 + 0 0 0 0 0 0 0 1- + 0 T 0 0
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rill
UF

Figure 97 :Schéma illustrant les voies de passage, transport et élimination de Si et Al dans I'organisme de
H e l k o s p e r s o a s p e r s a . C : C o q u i l l e ; P : P i e d ; N : P é n é t r a t i o n d e S i e t A l a v e c l a n o u r r i t u r e ;
Cellules digestives (CD) et cellules à calcium (Cca) de la glande digestive (GD);
Entérohépatocyte (EH) et mucocyte (M) de I'intestin proximal ; H : Hémocyanines circulants I
N : Néphrocyte ; F : Elimination par les fécès ; U: Elimination par les urines. Les cellules à
calcium du conjonctif (CCaCj), les cellules à pores (CP) et les cellules nelreuses (CPCa) ne
semblent pas participer au métabolisme de Si et Al.

VfI.2. Plomb, fer, cuivre, zinc et manganèse

La figure 98 regroupe toutes les observations qui, en microanalyse X, ont mis en évidence
la présence de plomb associé préférentiellement à certains éléments.

Le plomb particulaire pénètre dans les cellules digestives de la glande digestive et est
détecté dans les phagolysosomes, associé à des matières organiques riches en P et Sl. Le
devenir du plomb est, soit une expulsion ave: les corps résiduels2, soit un passage dans le
sang et transport probable par les hémocytes'. D'autres métaux tels que Fe, Cu et Zn sont
détectés.



Les concrétions des cellules à calcium incorporent du plomb dans la matrice minérale

constituée majoritairement de phosphate de calcium, de magnésium, de potassium et de

sodium (p, Ca, Mg, K et Na). La présence simultanée de S n'est jamais détectée. D'autres

métaux tels que Fe, Cu, Zn et Mn sont souvent associéso. Il y a donc absorption de métaux par

le pole apical5u puis le devenir est en grande partie une expulsion vers la lumière du tube

digestifsb'en même temps que les concrétions, par sécrétion apocrine ou holocrine de la cellule

à ialcium en phase d'excrétion. Ceci est conforïne aux observations de Marigomez et al.

( 1986a et b) chez Arion ater. L'homéostasie de certains métaux essentiels est ainsi assurée, en

partie, par leur incorporation dans les concrétions de la cellule à calcium. En ce qui concerne

Îe cui'uie, il faut noter que Martoja et Martoja (1973) ne signalent pas sa présence ni dans les

inclusions brunes de la cellule digestive (corps résiduels), ni dans les concrétions de la cellule

à calcium.
Les entérohépatocytes de I'intestin proximal présentent une incorporation de plomb au

pôle apical6 et sa concentration dans les hétérophagolysosomes du pôle basal' en présence de
p et Ca mais en l'absence de S. Le zinc et le fer peuvent suivre la même voie et dans le cas du

zinc, on détecte simultanément S. Le devenir des métaux est très probablement un passage

dans le sang avec prise en charge par les hémocytess. Le plomb et les autres métaux arrivent

au rein e t.urrsportés par les hémocytes (granulocytes et macrophages). La fraction

éventuellement véhiculée directement par le sang, autrement que par les éléments figurés,

reste à déterminer.
Le néphrocyte présente une compartimentation très nette du plomb qui n'est jamais

incorporâdans la concrétion riche en silicates de la vacuole apicale bien qu'il soit, d'une Pârt,
souvent détecté, dans le cytoplasme, en association avec P, Ca et Sit0 et que, d'autre part, il

soit encore présent simultanément avec Sitt, dans des grains en cours de formation dans la

vacuole. Il y a donc une évolution des grains de polyphosphates dans le liquide vacuolaire

avec une redistribution des éléments (phosphates de calcium, plomb et silicates). Le devenir

du plomb du néphrocyte est une libération dans la lumière rénale soit par exocytose de corps

résiduelsl2 soit par expulsion des- grains intravacuolaires lorsque I'apex du néphrocyte se

déchire (mésocrinie ou holocrini.)''. Les métaux, cuivre et zinc, sont détectés également dans

le cytoplasme du néphrocyte associés à P et Ca. Leur devenir est une expulsion vers la

lumière urinairel2.
Contrairement au plomb, du zinc et du fer sont également détectés dans les concrétions,

parfois en même temps que S; dans ce cas, I'expulsion de la concrétion entraîne celle des

à.u* métauxls*. Le zinc et le fer ne sont pas localisés dans les couches électrondenses riches

en matière organique mais dans les couches non électrondenses riches en Si. Le zinc et le fer

étant des métaux de transition, on peut émettre l'hypothèse que les silicates peuvent les

complexer comme le font les phosphates chez la Littorine (Marigomez et ol., 1990).

L'évaluation des chlorures est difficile à appréhender dans les analyses réalisées du fait de sa

présence en grande quantité dans la résine. Cependant, il faut en tenir compte dans le bilan de

I'excrétion. Les cellules du canal urinaire absorbent du plombla dont le devenir est

vraisemblablement un passage vers le sang avec une prise en charge par les hémocytesls.

Les cellules à calcium des tissus conjonctifs péri-intestinaux, péri-glande digestive, péri-

rénaux et pédieux jouent un rôle important dans le stockage du plombr6. Il faut également

retenir la possibilité, pour les hémocytes, de traverser les épithéliums de la glande digestive,

de I'intestin et du rein avec élimination d'une certaine charge en métaux avec les fecès et

I 'urinel7.
Une observation a montré, par ailleurs, la possibilité d'absorption de plomb par certaines

cellules nerveusestn. Un. faible proportion de plomb est également excrétée en même temps

que le -ururto mais pas dans le mucus des glandes pédieuses.
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Figure 98:Schéma illustrant les voies de passage, transpoft et élimination de Pb, Fe, Cu, Zn et Mn dans
I'organisme de Helix asperst aspersa. C: Coquil le; P: Pied; N: Pénétration des métaux avec
la nourriture ; Cellules digestives (CD) et cellules à calcium (Cca) de la glande digestive (GD) ;
Entérohépatocyte (EH) et mucocyte (M) de I'intestin proximal ; H : Hémocytes circulants ; N :
Néphrocyte ; F: Elimination par les fécès ; U: Elimination par les urines. CcaCj : Cellules à
calcium du conjonctif ; CP : Cellules à pores ; CPCa : Cellules nerveuses.

Selon Martoja et Martoja (1934), en dehors de toute contamination, le métabolisme norïnal
des enzymes et des pigments respiratoires comporte une phase de dégradation qui peut
aboutir, chez les invertébrés, à une accumulation de métal. Il en est ainsi du zinc inclus dans
les sphérocristaux des bivalves d'eau douce et du cuivre chez les gastéropodes. Par exemple,
le Murex de méditerranée stocke le cuivre dans ses viscères sous forme de sulfures à une
teneur pouvant atteindre 400 pg.g-t. Selon ces auteurs, cette accumulation naturelle de
sulfures de cuivre intervient lors d'une contamination accidentelle par des complexes
cuivriques. Des huîtres, espèce très résistante au cuivre et au zinc, dans des estuaires très
contaminés, accumulent jusqu'à 13.000 pg.g-t de zinc et 25.000 pg.g-l de cuivre.



Chez les mollusques, ces auteurs citent des bioaccumulations dans les sphérocristaux des

cellules en relation avec le milieu extérieur de cuivre et de zinc associés à des complexes Mg,

K, Ca, Mn, Fe, Zn, Cu (en milieu contaminé : Ti, Cr et Pb), ainsi que dans la lame basale des

ces épithéliums. Zn et Cu sont également présents dans les sphérocristaux des cellules en

contact seulement avec le milieu intérieur (K, Ca, Mg). En association également avec

d'autres complexes dans les vacuoles des cellules digestives (Mg, Al, Si, K, Ca, Ti, Fe, Cu,

Zn, Mo et Ag). Enfin, à titre naturel, dans les métallothionéines à cuivre et zinc qui peuvent

complexer en cas de contamination du milieu Ag, Cd, Au et Hg.
Nous retrouvons chez Helix aspersa aspersa les mêmes éléments prédominants dans les

sphérocristaux phosphocalciques des cellules à calcium de la glande digestive avec, en

supplément, le plomb chez les animaux recevant une noulriture contaminée par le plomb.

Il en est de même pour les vacuoles digestives des cellules digestives de la glande

digestive.
Nos observations rejoignent également celles de Marigomez et al. (1986a et b) selon

lesquelles, les cellules à calcium jouent un rôle dans la prise en charge des métaux chez Arion

ater. Ces auteurs émettent I'hypothèse que le cuivre pourrait pénétrer, au niveau du pôle

apical, des cellules à calcium par endocytose puis s'accumuler dans les concrétions de

calcium.
Enfin, ces granules seraient éliminés des cellules à calcium par sécrétion apoholocrine dans

les fécès.
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CoxCLUSION ET PERSPECTIVES

Conclusion

L'objectif affiché en début de recherche, à savoir la concrétisation de l'emploi des

gastéropodes tenestres comme bioindicateurs de la contamination polymétallique, nécessitait,

pour être atteint, la convergence de facteurs favorables. Parmi ceux-ci, il faut souligner la

participation volontaire et efficace des héliciculteurs du GNPE. La mise à disposition

d'animaux d'élevage et d'échantillons d'aliments d'origine et de composition variées à

permis d'établir I'existence ou non de corrélations entre les concentrations en métaux dans les

aliments (Cu, Fe, Mn, Zn,Cd, Cr, Ni, Pb) et celles dans I'organisme, en distinguant le pied et

la masse viscérale. Ces études ont permis d'établir une première grille d'évaluation de la

contamination métallique en retenant la concentration en métal dans les viscères. Cette grille

défînit 4 classes pour les 8 métaux ; un indice de contamination polymétallique (ICPM ou

IPM) est obtenu par sommation des differentes classes obtenues en fonction de chaque métal

pour un lot donné. Les capacités, chez Helix aspersa aspersa, de macro, micro et de

déconcentration des métaux ont été discutées par référence aux concentrations atteintes dans

les viscères.

Ce premier screening et la connaissance de phénomènes de toxicité aigue survenant dans

certains élevages ont motivé la réalisation d'une expérience spécifique permettant de

comparer les niveaux de bioaccumulation atteints par des escargots produits selon des

protocoles d'élevage differents (Hors sol, parc, nourriture supplémentée ou non en CMV).

Cette expérience a permis de définir les conditions d'obtention d'animaux d'élevage dont

la majorité des concentrations en métaux se situe en classe I. Ceci était indispensable au

lançement de protocoles de biosurveillance active avec transfert sur site et en microcosme de

lots dont I'absence de contamination métallique à t0 perrnet de détecter toute modification

après un temps de séjour qui a été fixé à un mois. Cette durée s'est avérée un bon compromis

(même réduite à 8 jours en environnement autoroutier) entre le niveau de bioaccumulation

atteint, le risque de vandalisme qui existe toujours même sur un site surveillé et la lourdeur de

logistique à mettre en æuvre pendant la durée du transfert.
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La diversité des sites (proximité autoroutière, trafîc urbain, ancienne mine de cuivre, centre

d'enfouissement technique et suivi de sa remédiation, site d'aciérie électrique) avec les études

des gastéropodes autochtones et des Helix aspersa aspersa transferés à permis de valider la
grille de qualité et de la préciser par adjonction d'une cinquième classe pour Fe, Zn, Cr et pb

en réference aux données acquises sur le site d'une aciérie électrique plus particulièrement au

niveau du parc à cendre.

Tableau 65 : Proposition de grille de contamination pour les viscères de Helix osperïa uspersa pour Cu,
Mn, Ni, Cd, Fe, Zn, Pb et Cr en mg/kg de MS en fonction des résultats des différentes
expérimg4!ltiq4! tées dans ce travail

L'intérêt, chaque fois que cela est possible, de l'étude des gastéropodes autochtones a été

souligné . La large répartition géographique de Helix aspersa aspersa milite en faveur du

choix de cette espèce. Cependant il a été mis en évidence la possibilité de retenir Cepaea

nemoralis qui, pour un même site, donne une information équivalente globalement à celle

d'Helix aspersa aspersa. Cette dernière espèce s'est avérée plus performante que Helix

aspersa maxima vis-à-vis de la bioindication du cuivre et du zinc. Helix pomatia ne présente

pas le même intérêt mais la comparaison du niveau de contamination entre deux stations reste

possible en se référant à la grille établie pour Helix aspersa aspersa. En région plus aride,

Pseudotachea splendida peut également être retenue comme espèce bioindicatrice.

Dans le cadre de la biosurveillance active et compte tenu de la supériorité de surface de

biotope prospectée par les individus autochtones ainsi que de la période de séjour sur le site

plus longue, il a été proposé de retenir le diagnostic fourni par le lot autochtone, s'il est plus

défavorable que celui fourni par le lot d'Helix aspersa aspersa transféré.

La contention des animaux transferés dans un microcosme est indispensable mais, compte

tenu de I'hétérogénéité de certains sites industriels, il est particulièrement difficile de proposer

une méthodologie satisfaisante pour tous les cas susceptibles d'être rencontrés. Il est

cependant prudent de vérifier une éventuelle adaptation à la présence de métaux lourds.
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La connaissance du bruit de fond pédogéochimique en métaux du site prospecté est un

problème difficile à résoudre. Pour le plomb, l'étude des rapports isotopiques entre touPb,

207Pb et 208Pb s'est avérée comme prometteuse avec I'existence de trois pôles : un pôle

(( essence-trafîc )), un pôle < croûte terrestre >> et un pôle < industrie >.

Lors de l'étude histologique et par microanalyse, compte tenu des données

bibliographiques, trois organes ont été retenus : la glande digestive, I'intestin antérieur et le

rein ainsi que le conjonctif périphérique à ces organes et renfermant les cellules à pores et les

cellules à calcium du conjonctif. L'étude ultrastructurale originale du néphrocyte à differents

stades de vieillissement a mis en évidence l'existence d'un réticulum ondulé très développé et

celle de concrétions rénales majoritairement constituées de silice amorphe, de guanine et de

composés organiques provenant de la dégradation des bases puriques. La microanalyse a

permis une identification et une localisation cellulaire des éléments majeurs, des métaux

traces et de certaines substances organiques. Un schéma global d'absorption de circulation et

d'élimination a pu être proposé pour Si, Al, Pb, Fe, Cu, Zn et Mn. L'importance des processus

de biominéralisation chez les gastéropodes a été soulignée en liaison avec le métabolisme

particulier et connu du calcium (présence de pyrophosphates de calcium) ainsi qu'avec le

métabolisme de la silice, non connu jusqu'ici et présent avec cette importance; I'aluminium

suivant la même voie métabolique. La ségrégation des métaux en fonction de leur

appartenance à la classe A, de transition ou B a été décrite. Les érudes ultrastructurales et

microanalytiques ont permis d'expliquer la capacité de bioaccumulation des gastéropodes.

L'expulsion de concrétions issues de la biominéralisation dans les cellules à calcium de la

glande digestive ou dans les néphrocytes doit être considérée comme un processus de

décontamination par I'organisme. Par ailleurs, en accord avec Nott et Nicolaidou (1990), le

piégeage des métaux dans les concrétions, peut être considéré vraisemblablement comme un

blocage de leur biodisponibilité pour les organismes situés au-dessus dans la chaîne

alimentaire (Carabidés, oiseaux).
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Pewrytùres

Cette étude s'intègre à un ensemble de recherches en cours de développement aussi bien à

l'Université de Franche-Comté qu'à I'Université de Metz avec le concours de partenaires

industriels. Les objectifs visés relèvent de la recherche fondamentale et de la recherche

appliquée.

En ce qui concerne la recherche appliquée, les objectifs, désormais accessibles, sont :

L'établissement d'un test de croissance in situ en microcosme avec définition d'une

méthodologie précisant la qualité,la quantité de nourriture disponible et permettant

I'enregistrement en continu des paramètres du milieu influençant I'activité des

escargots (température, humidité). Ces tests doivent également permettre de faire la

part de la contamination apportée par le sol de celle liée à I'alimentation. Ce test de

croissance (( in situ > devra être toujours associé à une évaluation du niveau de

contamination par bioaccumulation.

L'intégration des gastéropodes parmi les orgarrismes retenus pour la constitution

d'une banque d'échantillon ou (( Ecothèque D de I'environnement et de la chaîne

alimentaire puisque l'escargot donne lieu à une activité de production pour

I' alimentation humaine.

L'adjonction des gastéropodes aux organismes déjà retenus dans le réseau allemand

en écosystème terrestres (Paulus et al., 1996) à savoir pour les végétaux : Epicéa,

Pin, Hêtre, Peuplier, et pour les animaux : Ver de terre, Pigeon, certains organes du

Chevreuil, permettrait une connaissance de I'interface Sol/Végétaux/Atmosphère

une fois établie par la recherche fondamentale, la capacité de I'escargot ,à permeffre

une évaluation du risque environnemental lié à la présence d'éléments traces

métalliques (présente étude) et de composés organiques xénobiotiques en aérosols

(Ismert, 2000).

Par ailleurs, dans I'objectif de la uéaïion d'une Ecothèque qui ne peut être que

nationale, voire européenne, il conviendrait de poursuivre l'éfude de lots de

gastéropodes provenant d'un nombre de sites plus important afin de vérifier la

pertinence des classes de contamination proposées dans la présente étude.

L

2.



3. Dans l'objectif d'une amélioration en qualité et quantité de la production hélicicole,

il convient de préciser les facteurs de monalité grâce à un plan expérimental

permettant d'évaluer la part prise par chacun des facteurs suspecté actuellement de

contribuer aux pertes importantes subies épisodiquement chez les héliciculteurs,

promoteurs de l'étude (infections bactériennes étudiées à I'Ecole Vétérinaire de

Lyon et toxicité des métaux traces provenant soit de I'environnement soit même

des compléments à la formulation alimentaire, étudiée à I'université de Metz).

En ce qui concerne la recherche fondamentale :

Certains objectifs demeurent à atteindre tels que, en ce qui concerne les thématiques

directement liées à la présente étude :

a. L'étude spécifique du rôle des hémocytes dans le transport des éléments traces des

organes d'absorption (tractus digestif, épiderme) vers les organes de détoxification

(cellules spécialisées du tissu conjonctif, rein) ainsi que leur libération directe à

travers les tissus vers le milieu extérieur. Il convient également de quantifier la

fraction présente dans I'hémolymphe et celle présente dans les hémocytes.

b. L'étude spécifique du métabolisme de la silice et de la structure fine des concrétions

rénales afin de mieux comprendre I'infiication (liaison ou juxtaposition) des

constituants minéraux et organiques et évaluer le rôle joué par la silice, d'une part

dans l'économie d'eau et de calcium et, d'autre part dans le transport et I'excrétion

de I'aluminium.

c. L'étude du type et du cycle cellulaire des néphrocytes rénaux en fonction des phases

biologiques à savoir : type de sécrétion du néphrocyte (holocrinie ou apocrinie) ;

synchronisme des phases cellulaires dans l'épithélium rénal ; régénération

éventuellement totale de la structure rénale après estivation ou hivernation.
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d. L'étude spécifique des differents segments du tractus digestif et leur rôle respectif

dans I'absorption, la bioaccumulation et l'élimination des métaux. Dans la présente

étude, seuls la glande digestive et I'intestin antérieur ont été retenus. Il convient

ultérieurement d'étudier le rôle des glandes salivaires, de I'estomac, de I'intestin

postérieur vis-à-vis du métabolisme des métaux.

e. L'étude de la bioaccumulation de certains métaux non retenus lors de la présente

étude par exemple Ag, Hg et Pt. Une étude spécifique des HAP et des

radionucléides reste également à développer dans le cadre d'une étude

environnementale globale,

f. La recherche des differences anatomiques et physiologiques entre les differentes

espèces de gastéropodes pouvant expliquer leur capacité differente vis-à-vis de la

bioconcentration des métaux

g. L'étude de I'acquisition de capacités de résistance et d'adaptation des gastéropodes

en réponse à un environnement contaminé par des éléments traces.

D'autres études doivent également concerner la capacité de certains organes des escargots

a être utilisés comme support de biomarqueurs de la pollution atmosphérique. Ismert (2000) a,

par exemple, mis en évidence, dans la glande digestive de Helix qspersa aspersa, rme

corrélation positive entre les teneurs en oxydes d'azote atmosphérique et les activités GST.

De même, les activités CYP du rein d'Helix aspersa aspersa paraissent prometteuses pour

une utilisation en tant que biomarqueurs de la pollution atmosphérique par les HAP". Des

études en biologie moléculaire devraient également faire progresser les connaissances

fondamentales et permettre de nouvelles applications.
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Résumé 422

RESUME

L'évaluation du niveau de contamination polymétallique en écosystème terrestre nécessite

le choix d'organismes bioindicateurs pertinents. Cette étude valide la capacité bioindicatrice

des gastéropodes terrestres. Helix aspersa ospersa et Cepaea nemoralis présentent des

capacités de niveau équivalent. Une grille d'évaluation de la contamination polymétallique

avec 4 classes pour I métaux a été proposée. L'usage de Helix pomatia nécessitera des

recherches ultérieures avec établissement d'une grille spécifique. Le choix de Helix aspersa

aspersa en biosurveillance active est justifié par la possibilité d'obtenir un élevage contrôlé

des individus exempts de contamination métallique après amélioration de I'aliment. L'étude

des niveaux de bioaccumulation atteints pour 8 métaux, dans des conditions variées (animaux

d'élevage, animaux autochtones ou transférés), sur sites non contaminés ou contaminés
(proximité autoroutière, trafic urbain, ancienne mine de cuivre, centre d'enfouissement

technique remédié, aciérie électrique), a permis de valider la grille d'évaluation du niveau de

contamination en conservant 4 classes pour Cu, Mn, Cd, Ni et 5 classes pour Fe,Zn, Cr et Pb.

Un bilan obtenu par sommation des differentes classes, inhérentes aux 8 métaux (indice de

contamination polymétallique : ICPM), permet une comparaison des niveaux de

contamination polymétallique intra-site et inter-sites ainsi que le suivi de mesure de

remédiation de sites pollués. Pour le plomb, la distinction entre le plomb d'origine
pédogéologique et le plomb provenant des activités anthropiques peut être réalisée par l'étude

à.r ràpports isotopiques ente touPb, 207Pb et 208Pb qui permet de distinguer le pôle ( essence-

traf,rc >>, le pôle < industrie > et le pôle << nature >>.
Des expériences de contamination en laboratoire, en conditions contrôléeso ont permis de

participer à la mise au point d'un test de croissance actuellement proposé ISO et validé

AFNOR. Ce test peut être, dans I'avenir, associé à un test de bioaccumulation.
Compte tenu des données existantes dans la littérature quant à la contamination par des

métaux en solution, le choix s'est porté, sauf pour le cadmium, vers les métaux en ajout sous

forme particulaire (Zn,Pb, poussières d'aciérie). Une étude ultrastructurale et microanalytique
(EDX et EEL) du néphrocyte a mis en évidence l'existence d'un ergastoplasme ondulé

original et celle de la production de concrétions majoritairement constituées de silice

amorphe, ce qui est la première description de cette importance chez les organismes autres

que les Diatomées et les Radiolaires. La biominéralisation, déjà connue, à base de calcium
(pyrophosphates) dans de nombreux types cellulaires a été vérifiée ainsi que son rôle de

piégeage. Cette biominéralisation, qu'elle soit liée au calcium (glande digestive, conjonctif)

ou à la silice, représente une voie importante de décontamination pour I'organisme, mais aussi

vraisemblablement pour l'écosystème dans le sens où les métaux intégrés aux concrétions ne

seraient pas ou peu biodisponibles pour les prédateurs. Des schémas explicatifs des voies

principales d'absorption, de transport et d'élimination ont été établis pour Si, Al, Pb, Fe, Cu,

Zn et Mn.
Les perspectives d'utilisation de Helix aspersa ospersa cornme bioindicateur de

contamination polymétallique sont établies. Son choix parmi les organismes terrestres à

retenir dans le cadre de la réalisation d'une Ecothèque est proposé.

Mots clés : Bioindication - Gastéropodes - Helix aspersa ospersa - Métaux lourds -

Bioaccumulation - MicroanalYse
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Ansrnncr
The evaluation of the level of the polymetallic contamination in ground ecosystem requires

the choice of relevant bioindicator organisms. This study confirms the bioindicative capacity
of ground gastropods. Helix aspersa aspersa and Cepaea nemoralis present capacities of
equivalent level. A grid of evaluation of the polymetallic contamination with 4 or 5 classes for
8 metals was proposed. The use of Helix pomatia will require later researches with
establishment of a specific grid. Helix aspersa aspersa choice in active biosurvey is justified
by the possibility of obtaining a controlled farming by the individuals exempt from metal
contamination after improvement of the food. The study of the levels of bioaccumulation
reached for I metals, in varied conditions (farming animals, autochtonous or transferred
animals), otr not contaminated or contaminated sites (motorway, urban traffic, old
coppermine, Technical Hiding Center, electric steelworks), allowed to validate the grid of
evaluation of the level of contamination by keeping 4 classes for Cu, Mn, Cd, Ni and 5 classes
for Fe, Zn, Cr and Pb. A balance was obtained by addition of the various classes, inherent to 8
metals (polymetallic contamination indice: ICPM), allows a comparison of the levels of
polymetallic contacontamination intra-site and inter-sites as well as the follow-up of measure
of remédiation of polluted sites. For the lead, the distinction between the lead of
pedogeological origin and the lead resulting_ from anthropogenic activities can be realized by
the study of isotopic ratio among 206Pb 

,'o'Pb and 208Pb who allows to distinguish the pole
"petrol - traffic", the pole "industry" and the "wild" pole.

Experiments of contamination in laboratory, in controlled conditions, allowed to
participate in the settling of a test of growth at present validated ISO. This test can be, in the
future, associated to a test of bioaccumulation.

Considering the existing data in the literature as for the contamination by metals in
solution, the choice went, safe for the cadmium, towards metals in addition under particulate
condition (Zn, Pb, dusts of steelworks). An ultrastructural and microanalytical study (EDX
and EEL) of the nephrocyte put in evidence the existence of an originat wavy ergastoplasm
and that of a production of concretions mainly constituted by amorphous silica, what is the
first description of this importance to the organisms others than Diatoms and Radiolaria. The
biomineruIization, already known, on base of calcium (pyrophosphates) in numerous cellular
types was verified as well as its role of trap. This biomineralization, that it is bound to the
calcium (digestive gland, conjunctive) or in the silica, represents an important way of
decontamination for the organism, but also likely for the ecosystem. The metals integrated
into the concretions would not be or only a little bioavailable for the predators. Explanatory
plans of the main ways of absorption, transport and elimination were established for Si, Al,
Pb, Fe, Cu, Zn and Mn.

The perspectives of Helix aspersa ospersa use as bioindicator of polymetallic
contamination are established. His choice among the ground organisms to be retained within
the framework of the realization of Ecotheque is proposed.

Key words : Bioindication - Gastropods - Helix ospersa aspersa - Heavy metals -
Bioaccumulation - Microanalvsis
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Abrëviations Légende

A Ac.
Al.

Aur,

Actine
Aliment
Acide urique

B B.BF. Bordure en brosse

C C.
C.C.

C.C.Ca.
C.C.G.D.

C.Ca
C.Ca.Cj.

C.CJ.
C.D.

C.D.Exc.
C.D.Gd.
C.Ed.+

cj.
c.Ed.-
C.M.
C.N.
C.P.
C.PL
C.Pn.

C.r.-C.R.
C.REL.

C.REL.C.
C.S.M.
C.Ur.
C.V.
CJ. P.
cj. P.r.
cj.P.R.

Co.
Co.V.A.
Cu.RE.

Concrétion
Cell coat
Concrétion de la cellule à calcium
Cellule du canal de la glande digestive
Cellule à calcium de la glande digestive (cellule basophile)

Cellules à calcium du conjonctif
Capsule conjonctive
Cellule digestive
Cellule digestive en phase excrétrice
Cellule digestive de la glande digestive
Couche électrondense
Conjonctif
Couche peu électrondense
Crète mitochondriale
Concrétion du néphrocYte
Cellules à pores (< pore cells >)
Cellule pigmentée
Citerne périnucléaire
Corps résiduel (système lysosomial, lipofuscine, figures myéliniques)

Citerne du REL
Citerne du REL avec condensat
Crète sacculaire mitochondriale
Canal urinaire primaire
Coalescence de vésicules
Conjonctif pédieux
Conj onctif péri-inte stinal
Conjonctif péri-rénal
Fibres de collagène
Colloides de la vacuole apicale
Cupule du réticulum endoPlasmiq

Di  D.
i D.C.
i D.Pn
l De.

Desmosome
Déchets cellulaires
Déchets puriques
Desmosome cloisonné - jonction septée

E i E.D.
i E.D.X.
'i 

Eh.

i E.E.L.S.
i E.r.
i E.fn.
i nna
i E.V.

Epithélium dorsal
Analyse X
Entérohépatocyte
Analyse par perte d'énergie
Espace intercellulaire
Epithélium intestinal
Endocytose
Epithélium ventral

F i  F -
i FLREL.
i FLVA.A.
i F.M.
i ^EN.-N..E

Fente de filtration
Floculum lié au REL
Floculum vacuolaire
Figure myélinique (système lysosomial)
Fibre nerveuse
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Abréviations Légende

G G.
G.cy.
G.D.
Gl.

Gr.M.
Gr.M.Al.
Gr.M.Eh.
Gr.M.Cj.
GF.M.H.

G..S.

Appareil de Golgi (dictyosome)
Granule cytoplasmique
Glande digestive
Glycogène
Grain métallique
Granule métallique dans l' alimentation
Granule métallique d' entérohépatocyte
Granule métallique de cellule du conjonctif
Granule métallique dans I'hémocyte
Grain de sécrétion

H H.
Hc.
He.
Het.

Hémocyte
Hémocyanine
Hémolymphe
Hétérochromatine

I r.D.
r.L.

I.Mb.PI.L.
Inv.

Interdigitation
Inclusion lipidique
Invagination de la membrane plasmique latérale
lnvagination de la membrane plasmique

J .rf.rS. Jonction serrée : < tight junction >

L L.
L.B.

L.C.U7.
L.C.G.D.
L.E.r.
L.G.D.
L.r.
L.R.
L.Vo.
La.R.
Ll,
Ly.
Ly1.
Lv2'

Lumière
Lame basale
Lumière du canal urinaire primaire
Lumière du canal de la glande digestive
Lésion de l'épithélium intestinal
Lumière de la glande digestive
Lumière intestinale
Lumière rénale
Liquide vacuolaire
Lamelle rénale
Lipofuscine
Lysosome
Lysosome primaire
Lysosome secondaire (phagolysosome)
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Abréviations Légende

M M.
Mc.
M.D.
M.F.
M.M.
M.P.
Mb.L.

Mb.M.Ext.
Mb.M.Int.

Mb.N.
Mb.P.

Mb.PA.
Mb.P.B.
Mb.P.L.

Mb.Ph.Ly.
Mb.V.C.
Mb.Va.
M.E.T.
M.P.
Mt.
Mu
Mv.

Mitochondries
Mucocyte
Mitochondrie en division
Mitochondrie filamenteuse et branchée
Matrice mitochondriale
Matrice du péroxysome (catalases)
Membrane du lysosome
Membrane mitochondriale externe
Membrane mitochondriale interne
Membrane nucléaire
Membrane du péroxysome
Membrane plasmique apicale
Membrane plasmique basale
Membrane plasmique latérale
Membrane du phagolysosome
Membrane de la vacuole à concrétion
Membrane de la vacuole apicale
Microscopie électronique à transmission
Matrice du péroxysome
Microtubule
Fibre musculaire
Microvillosités

N N.
N.C.
N.Na
N.4l

Ne.
Ne.F.
Ne.I.
Ne.f.
Neu
Nu

NULP.
Nup.

Noyau
Noyau de la concrétion
Noyau du néphrocyte
Noyau pycnotique
Néphrocyte
Néphrocyte au stade final
Néphrocyte intermédiaire
Néphrocyte jeune
Neurocyte
Nucléole
Nucléoide du péroxysome (uricase cristallisée formant un rhomboide
Nucléoplasme

Pi  P.
i P-c.
t P.Cu
i P.CuM.
i P.En
i P.F.
i Phly.

Péroxysome
< Pore cell >
Grain de phosphate de calcium
Grain de phosphate de calcium (mitochondrial)
Produits d'excrétion
Péroxysome en formation
Phaeolysosomes
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Abréviations Légende

R .trf.
R.L.
REG.
REL.

REL.CU
REL. L.Pn.
REL.On.
REL.T.D.
REL.T.L.

REL.T.Pn.

Rein
Ribosomes libres
Réticulum endoplasmique rugueux
Réticulum endoplasmique lisse
Cupule du REL, péri-péroxysome
REL lamellaire périnucléaire
REL ondulé
REL tubulaire dense
REL tubulaire lâche
REL tubulaire périnucléaire

S ^s.,fiL
,S.rS.

,S.rS.Z..R.
^si

Sac rénal
Sinus sanguin
Sinus sanguin de la
Silice amorphe

lamelle rénale

U 41.
U.F.
U.P.

Uretère primaire
Ultra-filtrat
Urine primaire

V V.C.
V.E.

V.I.Vu
V.L.
Va.

Va*4.-VA.A.
VaD.

Va.D.M.
VuM.

Vacuole à concrétion
Vésicule d'endocytose : vésicule à manteau (micropinocytose)
Vésicule intra-vacuolaire
Vésicule lipidique
Vacuole
Vacuole apicale
Vacuole digestive
Vacuole digestive avec présence de plomb
Vacuole contenant des métaux

z Zonula adhaerens




