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Approche mécanistique en radioécologie : Processus d’accumulation de radionucléides 

dans les mollusques bivalves 

 

Résumé - Les incidents nucléaires, à l'instar de Fukushima en 2011, soulèvent des 

préoccupations d'ordre géopolitique, économique et d’acceptation publique. Les océans servent 

de réceptacle aux pollutions terrestres, notamment aux radionucléides d'origine naturelle 

(provenant de l'érosion et du ruissellement) et d'origine anthropique (issus des essais nucléaires 

et des rejets nucléaires industriels). La compréhension de la spéciation des radionucléides dans 

le milieu marin revêt donc une importance capitale pour évaluer leur impact environnemental. 

Certains organismes marins, notamment les moules, ont la capacité d'accumuler ces 

radionucléides. L'étude de la spéciation in vivo est fondamentale pour appréhender 

l'accumulation, la biodisponibilité et la toxicité de ces éléments, ainsi que leur incidence sur 

l'écosystème marin. Au cours de cette thèse, deux radionucléides ont été examinés : le 60Co, un 

émetteur gamma provenant de l’activation dans les centrales nucléaires, et l'uranium, un 

actinide naturellement présent dans le milieu marin, servant de modèle pour les actinides lourds. 

La glande digestive joue un rôle majeur dans les mécanismes de leurs détoxifications chez les 

mollusques, permettant la mobilisation des métaux et participant aux processus de 

détoxification. Plusieurs métabolites, notamment les métallothionéines, des protéines de faible 

poids moléculaire possédant une forte affinité pour les ions métalliques en raison de la présence 

de groupes thiols, sont impliqués dans ces processus. Le byssus, quant à lui, revêt une grande 

importance pour les mollusques, leur permettant de s'ancrer sur des supports. Les fils de byssus, 

principalement composés de collagène, présentent des propriétés adhésives qui suscitent 

l'intérêt des chercheurs. Des protéines spécifiques, appelées "protéines du pied de la moule" 

(mfp), contiennent une quantité significative de DOPA (l-3,4-dihydroxyphénylalanine), allant 

jusqu'à 15 % moléculaire, au niveau des fils. La DOPA participe à la complexation d'ions 

métalliques, tels que le vanadium et le fer, influençant les propriétés mécaniques des fils de 

byssus. Ce travail a permis de quantifier le cobalt et l'uranium à l'aide de techniques telles que 

la spectrométrie de masse à plasma à couplage inductif (ICP-MS) et la spectrométrie gamma 

dans les organes, offrant des informations sur leur répartition au sein de différents 

compartiments subcellulaires. Des outils d’imagerie ont permis de localiser ces métaux à 

diverses échelles biologiques, tels que les organes par la fluorescence des rayons X (-XRF) et 

l’émission de rayons X induite par des particules (PIXE) et les cellules par spectrométrie de 

masse à ions secondaires (SIMS), ont fourni des renseignements sur leur distribution et leur 

spéciation. La spéciation a été étudiée au moyen de la spectroscopie d'absorption des rayons X 

(XAS) et de la spectrofluorimétrie laser à résolution temporelle (SLRT), cette dernière a été 

utilisé exclusivement pour l'uranium.  

Cette thèse a permis d'associer quantification, imagerie et spéciation pour mieux 

comprendre le transfert de l'uranium et du cobalt chez les mollusques bivalves. 

 

Mots-clés : spéciation, radionucléides, uranium, cobalt, moule, Mytilus galloprovincialis, 

imagerie, XAS, SLRT, SIMS, bioaccumulation 

  



 

 

 

A mechanistic approach to radioecology: Radionuclide accumulation processes in 

bivalve molluscs 

 

Abstract : Nuclear incidents, such as the one in Fukushima in 2011, raise concerns in 

terms of geopolitics, economics, and public acceptance. Oceans act as receptacles for terrestrial 

pollution, including radionuclides of both natural origin (resulting from erosion and runoff) and 

anthropogenic origin (from nuclear tests and industrial nuclear releases). Therefore, 

understanding the speciation of radionuclides in the marine environment is of paramount 

importance to assess their environmental impact. Certain marine organisms, notably mussels, 

have the ability to accumulate these radionuclides. in vivo speciation studies are fundamental 

in comprehending the accumulation, bioavailability, and toxicity of these elements and their 

impact on the marine ecosystem. In the course of this thesis, two radionuclides were examined: 
60Co, a gamma emitter originating from activation in nuclear power plants, and uranium, a 

naturally occurring actinide in the marine environment, serving as a model for heavy actinides. 

The digestive gland plays a significant role in the detoxification mechanisms in mollusks, 

allowing for the mobilization of metals and participating in detoxification processes. Several 

metabolites, including metallothioneins, low-molecular-weight proteins with a strong affinity 

for metal ions due to the presence of thiol groups, are involved in these processes. The byssus 

is of great importance to mollusks, enabling them to anchor onto surfaces. Byssal threads, 

primarily composed of collagen, exhibit adhesive properties that have piqued the interest of 

researchers. Specific proteins, known as "mussel foot proteins" (mfps), contain a significant 

amount of DOPA (l-3,4-dihydroxyphenylalanine), up to 15% molecular content, in the threads. 

DOPA plays a role in the complexation of metal ions, such as vanadium and iron, influencing 

the mechanical properties of byssal threads. This work allowed for the quantification of cobalt 

and uranium using techniques such as inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) 

and gamma spectrometry in various organs, providing information on their distribution within 

different subcellular compartments. Imaging tools were used to locate these metals at various 

biological scales, including organs through X-ray fluorescence (μ-XRF) and particle-induced 

X-ray emission (PIXE), as well as cells through secondary ion mass spectrometry (SIMS), 

yielding insights into their distribution and speciation. Speciation was studied using X-ray 

absorption spectroscopy (XAS), and time-resolved laser-induced spectrofluorimetry (SLRT), 

the latter being exclusively employed for uranium. 

This thesis has integrated quantification, imaging, and speciation to gain a better 

understanding of the transfer of uranium and cobalt in bivalve mollusks. 

 

Keywords: speciation, radionuclides, uranium, cobalt, mussel, Mytilus galloprovincialis, 

imaging, XAS, SLRT, SIMS, bioaccumulation 
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Les océans sont considérés comme le réceptacle de l'ensemble des contaminations 

terrestres susceptibles de contenir des éléments traces métalliques et des radionucléides. Les 

études sur ces radionucléides dans le milieu marin demeurent parcellaires et ne permettent pas 

actuellement d’appréhender leur impact environnemental marin. 

Les radionucléides présents dans le compartiment marin sont principalement d'origine 

naturelle, résultant notamment de l'érosion des sols et du ruissellement. En proportion réduite, 

les radionucléides d'origine anthropique proviennent des activités nucléaires humaines, telles 

que les retombées des essais nucléaires atmosphériques et les rejets des installations nucléaires. 

Bien que ces événements soient peu fréquents, avec seulement deux accidents (la catastrophe 

nucléaire de Tchernobyl et de Fukushima) classés au niveau sept sur l'échelle internationale des 

événements nucléaires, les accidents liés aux centrales nucléaires ont eu un impact sociétal 

significatif. 

Le rejet de radionucléides dans l'environnement demeure un sujet largement controversé 

et actuel, en particulier suite au rejet en mer d'eau contaminée suite à l'accident de la centrale 

nucléaire de Fukushima-Daiichi. La dispersion des radionucléides dans les océans soulève des 

questions aux enjeux géopolitiques, économiques, et concerne également la santé humaine liée 

à la consommation de produits de la mer. Comprendre la spéciation de ces éléments 

contribuerait à mieux appréhender leur interaction avec le biote et leurs effets toxiques. 

La quantification de des radionucléides dans le milieu marin et le biote permet de suivre 

leur migration à travers les océans et leur transfert dans les êtres vivants. Le milieu marin 

constitue un compartiment complexe, caractérisé par la présence d'ions et de molécules 

organiques susceptibles de complexer les métaux. Les différentes formes physico-chimiques 

d'un métal ont un impact direct sur sa biodisponibilité et son accumulation dans les êtres 

vivants. Cependant, les données de spéciation en milieu marin sont principalement obtenues à 

l'aide de modèles théoriques en raison de la faible concentration de ces éléments. 

Les radionucléides métalliques peuvent exposer le biote à une contamination lorsqu'ils 

traversent les membranes biologiques ou sont ingérés. La plupart de ces radionucléides ne 

participent pas aux processus biologiques des organismes vivants (e.g., U, Pu, Am). Cependant, 

certains organismes marins ont la capacité d'accumuler ces radionucléides et pourraient utiliser 

des mécanismes de détoxification associés aux métaux lourds. Ces processus impliquent des 
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métabolites complexant les métaux et favorisant leur transport ou leur séquestration en vue de 

leur élimination. 

Parmi ces organismes, les mollusques bivalves, tels que les moules, sont 

particulièrement efficaces en raison de leur capacité à bioaccumuler et de leur rôle en tant 

qu'organismes filtreurs. Les moules sont utilisées dans de nombreux programmes 

internationaux comme des organismes sentinelles pour surveiller la pollution marine en y 

quantifier des polluants (métallique et organique). La spéciation in vivo est une notion 

essentielle pour comprendre les processus d'accumulation et de transfert des radionucléides 

métalliques. En effet, ces données sont nécessaires pour comprendre leur biodisponibilité, leur 

toxicité, et par conséquent, l'impact potentiel des activités nucléaires humaines sur l'écosystème 

marin.  

Dans le cadre de cette thèse, nous avons également réalisé une comparaison quantitative 

de l'accumulation en fonction de l'origine géographique des moules. Pour ce faire, nous avons 

étudié un site non pollué situé à Villefranche-sur-Mer et un site contaminé par des métaux 

lourds situé dans la petite rade de Toulon. En effet, les métabolites impliqués dans les processus 

de détoxification et de lutte contre le stress oxydant sont exprimés différemment dans les zones 

portuaires contaminées.  

Dans le cadre de ce travail de thèse, nous avons sélectionné deux radionucléides :  

- Le 60Co, l'un des principaux émetteurs gamma dans les effluents des centrales 

nucléaires (produit d’activation), dont la forme stable (59Co) est indispensable dans les 

processus biologiques, notamment la cobalamine (B12). De plus, le cobalt permet de travailler 

avec l'isotope stable, facilitant son utilisation.  

- L'uranium est un radioélément de la famille des actinides que l'on retrouve 

naturellement dans le compartiment marin et qui peut être utilisé comme modèle pour les 

actinides lourds. De plus, sa faible radiotoxicité est compatible avec le travail proposé dans 

cette thèse. L'objectif est d'obtenir des informations sur la spéciation de ces deux radionucléides 

pour comprendre leurs interactions dans les mollusques bivalves et leur impact sur 

l’environnement. 
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Dans un premier temps, nous avons quantifié l'accumulation à l'échelle des traces et des 

ultra-traces du cobalt et de l'uranium dans différents organes à l'aide d'outils tels que la 

spectrométrie de masse à plasma à couplage inductif (ICP-MS) et la spectroscopie gamma. 

Nous avons également quantifié ces éléments à l'échelle subcellulaire grâce au fractionnement 

cellulaire. Des outils permettant d'imager la répartition du cobalt et de l'uranium à différentes 

échelles nous ont permis de visualiser les structures cellulaires impliquées. L'utilisation de 

sondes différentes, telles que la fluorescence des rayons X (µ-XRF) ou la spectrométrie de 

masse à ions secondaires (SIMS), nous a fourni des informations complémentaires 

indispensables pour comprendre la spéciation de ces éléments. 

Des techniques dédiées à l'étude de la spéciation ont été utilisées lors de nos études. La 

spectroscopie d'absorption des rayons X (XAS) est particulièrement adaptée pour acquérir des 

données de spéciation et décrire l'environnement moléculaire proche du métal sondé. En 

complément, la spectrofluorimétrie laser à résolution temporelle (SLRT) a été utilisée 

uniquement sur l'uranium, car elle nécessite une espèce fluorescente. 

Ce manuscrit de thèse se compose de quatre chapitres : 

Le premier chapitre est dédié à la description du milieu marin, à la présentation générale 

des radionucléides, ainsi qu'à l'accumulation des métaux dans le biote marin. Cette dernière 

partie est axée sur les mollusques bivalves, qui sont les organismes modèles que nous avons 

choisis pour cette étude. 

Le deuxième chapitre est consacré à l'étude du cobalt, avec son accumulation, sa 

spéciation, ainsi que sa distribution dans la moule Mytilus galloprovincialis. 

Le troisième chapitre présente les résultats obtenus suite à l'exposition de la moule 

Mytilus galloprovincialis à de l'eau de mer dopée en uranium. L'objectif est de pouvoir décrire 

l'accumulation, la spéciation et la distribution de l'uranium à l'échelle subcellulaire. 

Le quatrième chapitre est consacré à l'ensemble des méthodologies et protocoles mis en 

place pour mener les expériences avec des organismes vivants. Puis, une partie est dédiée aux 

outils analytiques utilisés dans le cadre de cette thèse.  
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Pour terminer, une conclusion permet de synthétiser les résultats et d'apporter des 

explications possibles, ainsi que les perspectives proposées. L’ensemble de ces données nous 

permet de mieux établir le devenir du cobalt et de l’uranium dans la moule et de comprendre sa 

spéciation. Ces informations peuvent avoir des conséquences sur notre compréhension de la 

contamination dans la chaîne trophique. 
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I. Exposition et récoltes des moules 

1) Choix de sites de récoltes des moules  

L’eau de mer a été prélevée à l’Institut de la mer de Villefranche-sur-Mer (IMEV) 

(43°41'44.4"N 7°18'28.0"E) et préfiltrée à 1 m par des filtres « Crystal filter » (PP-01-978) 

cartouche sédiments SPNU afin d’éliminer les particules en suspension. L’eau de mer a ensuite 

été acheminée à Nice puis stockée à température ambiante dans des cuves de 300-500 L. Un 

système constitué d'une pompe à eau et d'une pompe à air a été installé dans les cuves pour 

permettre leurs brassage et oxygénation. 

Les moules ont été récoltées par l’IMEV sur demande par le service de plongée 

« Moyens à la mer » rattaché à la fédération de recherche FR3761. Les mollusques ont été 

récupérés dans une zone entre Nice et Saint-Jean-Cap-Ferrat (43°41'02.4"N 7°18'56.2"E) 

(Figure 1). Les moules sont situées au niveau d’une zone regroupée autour de la bouée de 

repérage et sur les cordages à environ un mètre de profondeur. Une fois les mollusques récoltés, 

ils ont été maintenus en vie dans un premier temps à l’IMEV dans des aquariums avec un flux 

continu d’eau de mer pendant un à six jours.  

D’autres mollusques proviennent de la petite rade de Toulon, proche de la baie du 

Lazaret (43°05.40’ N, 5°54.50’ E) (Figure 1). Ils ont été récoltés par les plongeurs de la base 

navale de Toulon.  

Les mollusques provenant de Toulon et de Villefranche-sur-Mer ont été ramenés à 

l’institut de chimie de Nice où ils ont été acclimatés progressivement dans un vivier. Ce vivier 

est maintenu à 16°C par des groupes réfrigérants (Aquavie Ice), un système de filtration 

composé uniquement de mousse (sans produit chimique ni charbon actif) ainsi que des pompes 

à eau permettent de maintenir un flux d’eau dans le vivier. Jusqu’à 100 individus ont pu être 

stockés dans le vivier pendant plusieurs semaines. Pour ce faire, le vivier est régulièrement 

contrôlé (pH = 7,8, salinité ~ 38 g.L-1, nitrite, présence d’algues sur les parois). Le pH des 

solutions a été mesuré avec un pH-mètre standard (Metler-Toledo) équipé d’une microélectrode 

(modèle MIXC710). La salinité a été mesurée à l’aide d’un réfractomètre de salinité. Le 

protocole pour quantifier les nitrites est basé sur la méthode de Griess (Annexe I).  
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L’eau de mer du vivier a été renouvelée une fois toutes les deux semaines par le 

remplacement d’environ un tiers du volume d’eau de mer. Les mollusques ont été inspectés 

quotidiennement et les individus décédés retirés. 

 

Figure 1. Localisation de Villefranche-sur-Mer et de Toulon. 

Les sites où nous collectons les moules (Villefranche-sur-Mer et la petite rade de 

Toulon) sont surveillés dans le cadre du suivi de la contamination chimique des eaux côtières 

méditerranéennes opérées par l’IFREMER. Ce travail de surveillance s’inscrit plus globalement 

dans la gestion du littoral. Un rapport synthétise le résultat de vingt années de recherches et de 

surveillance du littoral méditerranéen français par différents programmes tels que RINBIO, 

ROCCH, CONTAMED, REMTOX permettant d’avoir une vue d’ensemble de la pollution des 

côtes françaises (Tableau 1) (Andral Bruno, 1996; Bouchoucha et al., 2021; “ROCCH,” n.d.). 
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Tableau 1. Réseaux de suivi de la contamination chimique dans les organismes marins 

méditerranéens en France. 

Nom du 

réseau 

Réseaux Contaminant 

dans la chaîne trophique 

en Méditerranée 

(CONTAMED) 

Réseau Intégrateur 

Biologique (RINBIO) 

Réseau d’Observation 

des Contaminants 

Chimiques matière 

vivante (ROCCH MV) 

Description 

Suivi de la 

concentration en 

contaminants chez les 

poissons 

Suivi de la 

concentration en 

contaminants et le cas 

échéant en 

radioéléments dans la 

chair de moules 

encagées 

Observatoire national 

de la concentration en 

contaminants chimiques 

du milieu marin à partir 

de dosages dans des 

gisements de 

mollusques pérennes 

Fréquence 

du suivi 
Tous les 5 ans Tous les 3 ans Tous les ans 

Substances 

suivies 

7 métaux : Hg, Cd, Pb, 

Zn, Cu, Ni, Cr, Pb, 7 

PCB, Dioxines 

Variables (métaux, 

radionucléides, POM) 

Variables (selon la 

DCSMM) 

Démarrage 2012 1996 1979 

 

Les métaux, aussi appelés éléments trace métalliques (ETM), forment une classe 

particulière de contaminants chimiques et sont contrôlés dans l’environnement marin. Trois 

métaux sont des indicateurs communs aux obligations de suivi de la Directive Cadre Eau 

(DCE), de la Convention de Barcelone et de la Directive Cadre Stratégie pour le Milieu Marin 

(DCSMM) : le cadmium, le mercure et le plomb. D’autres éléments trace métalliques sont 

mesurés par les réseaux RINBIO, ROCCH et CONTAMED.  

Le réseau RINBIO a établi une méthode de classification des données afin de faciliter 

le traitement global des données (Andral and Tomasino, 2010). L’utilisation de cette 

classification permet de comparer les données de différentes campagnes en se basant sur la 

moyenne de la distribution. Le Tableau 2 synthétise les différentes classes utilisées où la 

moyenne correspond au bruit de fond de la contamination de chaque contaminant.  
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Tableau 2. Définition des classes de qualité utilisées dans le cadre du réseau RINBIO (Andral 

and Tomasino, 2010). 

Classe Limite Description 

Classe 0 
Données inférieures à la moyenne de 

la distribution (bruit de fond) 

Bruit de fond de la contamination 

côtière 

Classe 1 
Borne supérieure de la classe 0 de 

deux fois la valeur de l’écart type  

Faible contamination, voire incertaine. 

La classe 1 permet de tenir compte de 

la variabilité inhérente à l’utilisation 

d’un biointégrateur et à la précision 

des méthodes analytiques. 

Classe 2 
Borne supérieure de la classe 1 de 

deux fois la valeur de l’écart type 

Valeurs de contamination subnormales 

par rapport au bruit de fond. Pollution 

certaine, mais modérée du milieu 

Classe 3 
Borne supérieure de la classe 2 de 

deux fois de l’écart type 

Valeurs anormales de contamination 

par rapport au bruit de fond 

Classe 4 > Classe 3 Valeurs très élevées de contamination 

 

L’analyse de l’eau de mer au niveau de la rade de Villefranche-sur-Mer (point le plus 

proche de la collecte des moules) indique une eau de bonne qualité vis-à-vis des concentrations 

d’ETM présents. Cependant, l’état des sédiments de cette zone montre des niveaux de 

contamination élevés pour le Cu, Hg, Pb, Zn, qui peuvent être supérieurs aux limites 

règlementaires. Dans le cadre de la surveillance menée par RINBIO sur les moules, il ressort 

que les concentrations d’ETM sont comprises entre le bruit de fond côtier (Classe 0 : Ni) et une 

faible contamination (Classe 1 : Hg, Pb). Il est cependant à noter que d’autres types de 

contaminants tels que les composés organiques peuvent se retrouver dans le milieu marin. Parmi 

ces composés, les polluants organiques persistants peuvent aussi être analysés dans des 

organismes sentinelles qui peuvent les concentrer avec des facteurs pouvant atteindre les 

100 000. 

Autour du point de pompage, la présence de certains polluants organiques a été 

mentionnée dans les sédiments comme les polychlorobiphényles et les hydrocarbures 

polycycliques. 
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Au niveau de la baie du Lazaret, les mesures indiquent des niveaux de concentration 

dans les mollusques élevés et supérieurs à la médiane nationale pour deux métaux lourds 

(Classe 4 : Hg, Pb). Ce site est particulièrement suivi dans les réseaux RNO et RINBIO avec 

des concentrations en métaux lourds également présents dans le sédiment. La contamination du 

sédiment de cette zone provient en grande partie des vestiges de la Seconde Guerre mondiale. 

Le 27 novembre 1940 a eu lieu le sabordage de la flotte française à Toulon détruisant près de 

90 % des navires y étant amarrés. De plus, la baie de Toulon est sujette aux contaminations qui 

peuvent provenir de l’arsenal militaire et de l’activité portuaire dans la zone (civile, militaire, 

commerciale). Dans la petite rade de Toulon, la conjonction de divers paramètres 

hydrodynamiques favorise l'augmentation de la concentration des polluants chimiques dans les 

sédiments et la colonne d'eau. Les marées et les courants y étant généralement faibles 

permettent la sédimentation de tous les apports en mer.  

Les données issues du site non contaminé pourront être utilisées et appliquées à d'autres 

sites présentant des caractéristiques similaires. Ce site nous permet d'obtenir des données 

générales sur l'accumulation des radionucléides. Le site pollué est spécifique compte tenu des 

contaminations importantes observées. Les données nous permettront de comprendre l'impact 

de la pollution sur la répartition des radionucléides dans les mollusques bivalves. 

2) Préparation des aquariums 

a) Sélection des moules 

Les mollusques ont été sélectionnés dans le vivier en fonction de la longueur des 

coquilles. Dans le cas des cohortes, les tailles sont comprises entre 3,5 et 7,5 cm pour 

l’exposition à l’uranium (Figure 2) et entre 5,5 et 7,5 cm pour l’exposition au cobalt (Figure 3). 

Les moules utilisées pour toutes les autres analyses se situent entre 6 et 7 cm de longueur. Les 

coquilles ont été nettoyées à l’aide d’une brosse en Teflon et d’une pince pour enlever les 

bernacles, les algues et le byssus a été sectionné.  
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Figure 2. Histogramme représentant la répartition des moules exposées à de l’uranium en 

fonction de leurs tailles et leurs lieux de récoltes 

 

Figure 3. Histogramme représentant la répartition des moules exposé au cobalt en fonction de 

leurs tailles et leurs lieux de récoltes. 
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b) Protocole d’exposition des moules in vivo 

Après avoir sélectionné et préparé les mollusques, ils ont été placés pendant une période 

d’adaptation de trois jours dans des aquariums préalablement remplis avec le volume d’eau de 

mer nécessaire. À la suite de ces trois jours d’adaptation, l’eau de mer a été renouvelée et 

contaminée avec les solutions mères de cobalt ou de nitrate d’uranyle suivant la concentration 

désirée.  

Cette période d’adaptation est nécessaire pour vérifier que le changement 

d’environnement ne perturbe pas les individus. Pendant ces trois jours, la production de byssus, 

l’ouverture de la valve et sa fermeture ont été contrôlées. Les individus ne montrant pas de 

réponse satisfaisante ont été retirés des expériences et remplacés par de nouveaux individus 

avec une nouvelle phase d’adaptation de trois jours.  

L’eau de mer a été renouvelée après cinq jours avec la même concentration d’exposition. 

Le schéma (Figure 4) permet d’avoir une vue résumée du protocole de contamination. 

Les mesures réalisées avec des Réplicas comprennent toujours un aquarium contrôle 

non contaminé.  

Les concentrations du cobalt et de l’uranium dans les aquariums sont issues de mesures 

expérimentales. Des prélèvements de l’eau de mer ont été réalisés après chaque contamination 

puis les aliquotes mesurées en ICP-MS.  

 

Figure 4. Schéma général des contaminations des moules avec du cobalt ou de l'uranium 
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c) Protocole de contamination ex vivo du byssus 

Dans le cadre des contaminations ex vivo les fils de byssus ont été récoltés sur des 

individus non contaminés provenant de Villefranche-sur-Mer. Ces fils de byssus ont ensuite été 

nettoyés pour enlever les résidus présents au niveau des plaques. Les fils ont pu ensuite être 

contaminés dans de l’eau de mer dopée avec du cobalt ou de l’uranium. L’objectif de ce mode 

de contamination est de favoriser une potentielle rétention de ces éléments au niveau de la 

cuticule par des phénomènes de surfaces.  

3) Solution de contaminations des moules 

Préparation de la solution stock d’uranium  

Les solutions stock d’uranium ont été préparées à partir de nitrate d’uranyle  

(UO2 (NO3)2.6H2O) solubilisé dans une solution d’acide nitrique 0,1M. 

Préparation de la solution stock de cobalt (59Co) 

Les solutions stock de cobalt ont été préparées à partir de chlorure de cobalt 

(CoCl2.6H2O) solubilisé dans une solution d’eau Milli-Q. 

Préparation de la solution stock de cobalt (60Co) 

La solution de 60Co provient d’une solution de 60Co stabilisé avec 5×10-4 M de 59Co 

(30 g.g-1) (Eckert & Ziegler).  

4) Compartimentalisation des échantillons  

a) Protocole de dissection des échantillons  

Une procédure de dissection similaire a été utilisée pour toutes les expériences. Une fois 

la période d'exposition atteinte, les moules contaminées ont été prélevées puis rincées avec de 

l’eau de mer.  

Le petit matériel (scalpels, pince, ciseaux, spatule) a été rincé à l’acide nitrique 

suprapure concentré puis à l’eau désionisée entre chaque organe prélevé. Il est essentiel de 
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maintenir la propreté de la surface de travail pendant les dissections, afin de prévenir tout risque 

de contamination croisée pouvant se produire à ce stade. 

Dans un premier temps, les mollusques ont été ouverts avec le scalpel au niveau du 

muscle adducteur postérieur puis rincés à nouveau dans un grand volume d’eau. Les organes 

ont été prélevés en fonction de leur accessibilité dans l’ordre suivant : byssus, pied, branchie, 

manteau, glande digestive et le reste du corps mou. Pour la quantification des moules entières, 

après l’ouverture de la coquille, le byssus a été retiré puis la chair prélevée dans sa globalité.  

Les tissus ont été placés dans des boites en plastique sans couvercle puis conservés au 

congélateur (-20°C). Les échantillons ont ensuite été lyophilisés pendant 48h puis pesés pour 

obtenir le poids sec des organes ou des moules entières.  

Les expériences de -XRF ont nécessité le décoquillage des moules à l’aide d’une pince 

et d’un scalpel pour extraire le mollusque sans l’endommager. La chair a été retirée en 

sectionnant les muscles la reliant à la coquille. 

b) Compartimentalisation subcellulaire  

Les protocoles de compartimentalisations ont été adaptés d’après Urien. (Urien et al., 

2020). Les protocoles utilisés pour l'uranium et le cobalt sont différents en raison des contraintes 

liées à la manipulation d'éléments radioactifs.  

i. Uranium 

Les glandes digestives ont été prélevées lors des dissections et homogénéisées à 4°C 

dans une solution tampon (20 mM Tris, pH 7,6) (1 : 5 ; tissus : solution tampon) à l’aide d’un 

broyeur de tissus de type Potter-Elverhjem muni d’un piston en Teflon. Puis la mixture a subi 

dix cycles de sonications (100 % ; 30s ON/OFF, Vibracell modèle 75186) dans un bain de 

glace.  

Les tissus homogénéisés ont été centrifugés à 1 500 × g pendant 15 minutes à 4°C. Le 

culot résultant (P1) contenant des débris cellulaires et des granules a été suspendu dans de l'eau 

ultrapure, puis dissous dans une solution NaOH (1M) à 80°C pendant 1 heure. Le mélange a 

ensuite été centrifugé à 5 000 × g pendant 10 minutes à 20°C. Le culot obtenu contient les 
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granules riches en métaux (résistant au NaOH) (P2) et le surnageant (S2) comprend les débris 

cellulaires solubilisés. Le surnageant provenant de la première étape de centrifugation contenant 

le cytosol (S1) a été centrifugé à 100 000 × g pendant 1 heure à 4°C, pour obtenir le cytosol 

dans le surnageant (S3) et les microsomes ainsi que les mitochondries dans le culot (P3). La 

dernière étape a été réalisée pour séparer les protéines thermostables à (PTS) des protéines 

thermodénaturables (PTD) en chauffant le cytosol à 80°C pendant 10 minutes. Puis le mélange 

a été refroidi dans la glace pendant 1 heure avant d’être centrifugé à 30 000 × g pendant 

10 minutes. Le surnageant obtenu (S4) contenant les PTS et les culots (P4) contiennent les PTD. 

Le protocole de fragmentation est un résumé en Figure 5. 

 

Figure 5. Organigramme du protocole de fractionnement subcellulaire sur des glandes 

digestives de moules exposés à l’uranium.  

ii. Cobalt  

Les glandes digestives ont été prélevées lors des dissections et homogénéisées à 4°C 

dans une solution tampon (20 mM Tris, pH 7,6, 150 mM NaCl) (1 : 5 ; tissus : solution tampon) 

à l’aide d’un broyeur de tissus de type Potter-Elverhjem muni d’un piston en Teflon. Puis la 

mixture a subi dix cycles de sonications (20 % ; 30s ON/OFF) dans un bain de glace.  

Les tissus homogénéisés ont été centrifugés à 1 500 × g pendant 15 minutes à 4°C. Le 

culot résultant (P1) contenant des débris cellulaires et des granules a été resuspendu dans de 
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l'eau ultrapure, puis dissous dans une solution de NaOH (1M) à 80°C pendant 1 heure. Le 

mélange a ensuite été centrifugé à 5 000 × g pendant 10 minutes à 20°C. Le culot (P2) obtenu 

contient les granules riches en métaux (résistant au NaOH) (P2) et le surnageant (S2) 

comprenant les débris cellulaires solubilisés. Le surnageant provenant de la première étape de 

centrifugation contenant le cytosol (S1) a été centrifugé à 15 000 × g pendant 45 minutes à 4°C, 

pour obtenir le cytosol dans le surnageant (S3) et les mitochondries dans le culot (P3).  

 

Figure 6. Organigramme du protocole de fractionnement subcellulaire sur des glandes 

digestives de moules exposés à du cobalt.  

Le surnageant (S3) a été centrifugé à 180 000 × g pendant 1 heure à 4°C, pour obtenir 

le cytosol dans le surnageant (S4) et les microsomes ainsi que les lysosomes dans le culot (P4). 

La dernière étape a été réalisée pour séparer les protéines stables à la chaleur (PTS) des 

protéines dénaturables par la chaleur (PTD) en chauffant le cytosol à 80°C pendant 10 minutes. 

Puis le mélange a été refroidi dans la glace pendant 1 heure avant d’être centrifugé à 30 000 × g 

pendant 10 minutes. Le surnageant obtenu (S4) contenant les PTS et les culots (P4) contiennent 

les PTD. Le protocole de fragmentation est résumé Figure 6. 
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II. Les outils analytiques  

1) Quantification des métaux  

a) Minéralisation des échantillons 

Les échantillons ont été minéralisés dans de l’acide nitrique concentré suprapur 67-70 % 

pendant 2h à 100°C au reflux. Après l'ajout de H2O2 (1 :4 ; v/v), le mélange a été laissé au repos 

pendant 15 minutes pour permettre à tout gaz de s'échapper. La solution a été chauffée 2h à 

100°C au reflux puis évaporée à sec.  

Les minéralisations des échantillons ont été réalisées à l’aide d’un Digiprep (DigiPREP 

MS, 50 mL 48 positions, SCP Science) dans des tubes en polypropylène de 50 mL (DigiTUBEs 

50 mL). 

b) Spectrométrie de masse par plasma à couplage inductif (ICP-MS) 

i. Principe 

La spectrométrie de masse par plasma à couplage inductif (ICP-MS) est une technique 

pour l’analyse d’éléments trace, le schéma détaillant le principe de fonctionnement d’un ICP-

MS est disponible Figure 7. L'échantillon liquide est converti en aérosol lors de son passage à 

travers le nébuliseur et la chambre de nébulisation. Ensuite, cet échantillon est acheminé vers 

un plasma à couplage inductif (ICP) généré par de l'argon gazeux à haute température (~8000 

K). Les éléments présents dans l'échantillon sont ionisés au contact du plasma. Les ions sont 

ensuite entraînés par le flux d'argon et passent à travers deux cônes métalliques (en nickel ou 

en platine) : un cône échantillonneur et un cône excréteur. Ces cônes assurent le transfert des 

ions à pression atmosphérique vers le spectromètre de masse sous vide. Des lentilles sont 

disposées après les cônes, garantissant ainsi la focalisation du faisceau d'ions. 

Le spectromètre de masse quadripôle filtre chaque isotope grâce à des courants à haute 

fréquence, en fonction de leur rapport masse/charge. Selon le courant appliqué, certains ions 

suivront une trajectoire stable à travers le quadripôle tandis que d'autres seront déviés. Les ions 
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qui passent à travers le quadripôle sont ensuite mesurés par un détecteur. L'utilisation d'une 

calibration externe permet d'établir un lien entre l'intensité obtenue et la concentration des 

échantillons. 

La limite de détection pour un ICP-MS est généralement de l'ordre de la nanomole par 

litre (nmol.L-1), bien que cette valeur dépende de plusieurs paramètres liés à la préparation des 

échantillons ainsi qu'aux caractéristiques techniques de chaque instrument. 

 

Figure 7. Schéma du principe de fonctionnement d'un ICP-MS  (Modifié d'après:Košler and 

Sylvester, 2003). 

ii. Préparation des échantillons 

Les échantillons minéralisés ont été repris dans une solution contenant 5 % d’acide 

nitrique et un étalon interne (5-10 mg.mL-1 suivant les séries de mesures). Pour les mesures de 

cobalt par ICP-MS, le standard interne utilisé est le rhodium, tandis que pour les mesures 

d'uranium, nous avons ajouté du thulium. Les échantillons contrôles ont été préparés dans les 

mêmes conditions. 

L’acide nitrique (67-70 %, Plasmapure plus degree) et les solutions standards pour ICP-

MS proviennent de SCP Science et Honeywell Fluka. 

Les analyses par ICP-MS ont été faites sur un ICP-MS iCAP RQ (ThermoFisher). 

La quantification du cobalt a été effectuée au moyen d’une calibration externe en 

utilisant des solutions étalons de cobalt dans d'acide nitrique 5 % (HNO3) qui ont été préparées 

à partir de la solution standard ICP-MS Co (SCP Science, plasmaCAL).  
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La quantification d’uranium a été effectuée au moyen d’une calibration externe en 

utilisant des solutions étalons d’uranium dans l’acide nitrique 5 % (HNO3) préparées à partir 

de la solution standard ICP-MS U (SCP Science, plasmaCAL). 

c) Spectrométrie gamma 

i. Principe 

La spectrométrie gamma est une technique de mesure de la radioactivité des 

radionucléides émettant des radiations gamma. Pour résumer, parmi les interactions entre la 

matière et les photons, les trois principales sont :  

L’effet photoélectrique : Un photon incident transfert son énergie à un électron lié à 

l’atome qui est éjecté avec une certaine énergie. La vacance liée à la perte d’un électron est 

alors comblée par un électron d’un niveau supérieur via des transitions (Rayon X). Cet effet est 

dominant à basse énergie, la section efficace  (𝜎𝐸𝑃) augmente rapidement avec le numéro 

atomique 𝑍.  

𝜎𝐸𝑃 = 𝐶 ×
𝑍4

𝐸𝛾
3 

Où 𝐸𝛾est l’énergie du photon incident, 𝐶 une constante 

L’effet Compton ou diffusion Compton : Ce phénomène apparaît lorsqu’un photon 

incident rentre en collision avec un électron libre ou peu lié. L’électron est éjecté avec une 

énergie cinétique 𝐸𝑐et un angle ɸ, le photon est diffusé avec une énergie 𝐸𝛾
′  et un angle Ɵ.  

La production des paires : Le photon incident peut être absorbé lorsqu’il est proche d’un 

noyau atomique, son énergie permet la création d’une paire d’électron-positron. L’énergie du 

photon incident doit être supérieur à 1,022 MeV pour correspondant à la somme de l’énergie 

de masse au repos des particules émises (𝐸 = 𝑚𝑐2 ; 𝐸 est l’énergie, 𝑚 la masse au repos, 𝑐 la 

vitesse de la lumière ; l’énergie d’une particule est de 0,511 MeV). L’énergie résiduelle est 

convertie en énergie cinétique entre les deux particules.  

La détection des rayons gamma s'effectue en comptant les interactions entre la matière 

et les photons gamma. Plusieurs types de détecteurs existent, les principaux étant les semi-
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conducteurs et les scintillateurs. Les mesures ont été réalisées à l'aide d'un détecteur équipé d'un 

cristal de germanium ultrapur (HPGe) refroidi à l'azote liquide. Un champ électrique est 

appliqué dans le semi-détecteur, et les interactions (paires d'électrons et électron-trou) qui s'y 

déroulent génèrent un courant sur les électrodes du détecteur. Ce courant est proportionnel à 

l'énergie déposée par le rayon gamma dans le détecteur. La charge est convertie en tension dans 

un préamplificateur, puis le signal est recueilli par un amplificateur. Ensuite, un analyseur 

multicanal permet de passer d'un signal continu à un spectre où l'énergie déposée correspond à 

un numéro de canal. Des tables répertorient les énergies spécifiques des rayons gamma associés 

aux différents radionucléides (Annexe Tableau 27). Ces spectres peuvent être utilisés pour 

déterminer le type de radionucléide présent dans les échantillons et pour déterminer sa 

concentration à l'aide d'une calibration externe. 

ii. Préparation des échantillons 

Les échantillons minéralisés ont été repris dans une solution contenant 5 % d’acide 

nitrique puis analysés en spectrométrie gamma. L’analyse d’échantillons en solutions permet 

de se soustraire aux variations géométriques qui pourraient être induites par les mesures 

effectuées sur des organes fraîchement disséqués. La calibration en énergie est effectuée avec 

une référence 60Co, 137Cs et 152Eu et une solution standard de 60Co à 1000 Bq (6 mL).  

2) Spéciation  

a) Absorption des rayons X (XAS) 

i. Principe  

Le synchrotron est un instrument de grande envergure sous forme d'un anneau qui 

permet l'accélération d'électrons à haute énergie (2,75 GeV pour SOLEIL), lesquels sont ensuite 

utilisés pour générer des photons, sous forme de rayonnement synchrotron. Ces photons sont 

ensuite distribués le long de l'anneau dans des lignes de lumière (Figure 8). 

L'absorption des Rayons X est un outil de spectroscopique de spéciation permettant 

l'étude de l'environnement atomique proche d’un élément donné.  
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Lorsque l'énergie du faisceau de photons incidents est suffisante pour éjecter un électron 

de cœur de l’atome central, laissant un trou e- et une partie de l'énergie est absorbée, c’est le 

seuil d’absorption. Un électron d'une couche supérieure peut alors combler ce trou par 

relaxation et émettre un photon de fluorescence. Le XANES fournit des informations sur une 

plage d'environ 100 eV autour du seuil d'absorption. Cette partie du spectre permet d'obtenir 

des informations sur le degré d'oxydation et l'environnement de coordination de l'atome central. 

 

Figure 8. Structure d'une ligne de lumière et du synchrotron SOLEIL (“Synchrotron SOLEIL”) 

L'EXAFS est la partie du spectre d’absorption qui s’étend de 150 eV après le seuil à 

1500 eV après. L'électron est éjecté vers un niveau du continuum avec une énergie cinétique 

proportionnelle à la différence entre l'énergie du faisceau incident et le seuil d'absorption. Le 

photoélectron émis interagit avec les atomes voisins, provoquant des oscillations sur le spectre, 

ce qui constitue la partie EXAFS du spectre. Un traitement mathématique est nécessaire pour 

utiliser la partie EXAFS, mais sa description détaillée ne fait pas partie de ce travail. La partie 

EXAFS du spectre fournit notamment des informations sur la distance moyenne entre l'atome 

central et ses atomes voisins ainsi que leur nombre. 
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ii. Montage expérimental 

Les expériences XAS et -XRF ont été réalisées sur la ligne MARS du synchrotron 

SOLEIL qui est la seule ligne de lumière capable de détenir des échantillons radioactifs Figure 9 

(LLorens et al., 2014; Sitaud et al., 2012; Solari et al., 2009). Le montage expérimental des 

deux modes (XAS et -XRF) est relativement proche et fait partie de la branche 

monochromatique de la ligne.  

Dans la cabane optique, les optiques de rayon X de la ligne permettent d’obtenir un 

faisceau monochromatique de photons collimatés et focalisés. En effet, le faisceau de photons 

passe par un collimateur suivant l’axe vertical puis un monochromateur qui va permettre de 

choisir l’énergie de travail (proche du seuil atomique de l’atome sondé) enfin un miroir focalise 

le faisceau. Le monochromateur est composé d’un cristal Si (111) et d’un cristal Si (220) 

permettant de travailler dans une gamme d’énergie des rayons X « dur » comprise entre 3,5 keV 

et 36 keV. L’énergie du monochromateur a été calibrée à l’aide de références métalliques de 

Fer au seuil K (7112 eV) pour sonder le seuil K du Cobalt (7 709 eV) et de Molybdène au seuil 

K (20000) eV pour sonder le seuil LII (20 948 eV) et LIII (17 166 eV) de l’uranium. Les analyses 

XAS ont été réalisées avec un faisceau focalisé d’une taille de 300×300 m. 

Les porte-échantillons ont été positionnés à 45° par rapport au faisceau incident et au 

détecteur X. Ils ont été montés sur une table optique munie d’une base motorisée permettant 

des déplacements micrométriques (~100 m) multiaxiales. Le signal XAS a été enregistré à 

l’aide d’un germanium de haute précision (HPGe) disposant de 13 éléments ou d’un détecteur 

silicium à dérive (SDD) à 4 éléments (Vortex).  
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Figure 9. Photographie de la cabane d’expérience avec le montage « cryostat ». 

iii. Préparation des échantillons 

Les échantillons ont été placés dans des porte-échantillons en Teflon disposant de trois 

alvéoles, le dispositif peut être scellé par des fenêtres en Kapton® (50 m d’épaisseur) 

permettant un confinement. L’analyse des échantillons peut être effectuée sous forme solide 

(pastilles) et liquide. Ces porte-échantillons peuvent être placés dans un cadre dont les fenêtres 

en Kapton® assurent le deuxième confinement.  

Les pastilles ont été réalisées avec du polyéthylène afin d’avoir un support solide sur 

lequel ont été déposés les échantillons. Les tissus mous des moules ont été préparés en les 

broyant à l’aide d’un mortier et d’un pilon puis le mélange a été ajouté de manière homogène 

sur le dessus de la pastille. Les fils de byssus sont très résistants aux contraintes mécaniques, 

nous n’avons pas réussi à obtenir une poudre homogène. Les fils ont été réduits à l’aide d’un 

mortier et d’un pilon dans de l’azote liquide pour réduire leurs élasticités.  

Les analyses XAS des échantillons contaminés avec de l’uranium ont été réalisées à 

l’aide d’un porte-échantillons à double confinement. 

Les analyses des solutions de cobalt ont été effectuées à l’aide d’un porte-échantillons 

spécifique permettant de faire des mesures à très basse température (-167°C). Dans le cadre des 

analyses XAS de la glande digestive de moule exposé dans de l’eau de mer dopée au cobalt, 
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nous avons utilisé les fractions P1 (culot) et S1 (surnageant), obtenue à la suite d’une 

centrifugation à 1500 × g.  

Les références de cobalamine ont été préparées dans des conditions similaires à celles 

décrites par Schrapers et ses collaborateurs (Schrapers et al., 2016). Une solution de cobalamine 

(Cblox) (5 mM) a été préparée par sa dissolution dans un tampon de 20 mM TRIS-HCl (pH 7,6). 

La réduction de la cobalamine (Cblred) a été effectuée par l’ajout de sodium dithionite (100 mM) 

à la solution de Cblox. 

Le traitement des données a été réalisé en utilisant le code ATHENA du logiciel 

DEMETER 0.9.26. (Ravel and Newville, 2005). Le code ARTEMIS intégrant le code Feff7 a 

été utilisé pour ajuster les données EXAFS. Le signal EXAFS a été ajusté dans l’espace R après 

transformation de Fourier en utilisant une fenêtre de Hanning en pondéré en k1 et k². Dans tous 

les ajustements, un seul facteur d’amplitude global S0
2 et un seul facteur de seuil d’énergie E0 

ont été considérés pour toutes les contributions. Le facteur R d’accord (en %) a été fourni 

comme indication de la qualité de l’ajustement. 

b) Spectrofluorométrie laser à résolution temporelle (SLRT) 

i. Principe  

La spectrofluorométrie laser à résolution temporelle (SLRT) est une technique basée sur 

l’excitation d’un atome et la mesure de son spectre de fluorescence. Cette technique s'avère 

particulièrement intéressante pour l'étude des lanthanides et des actinides fluorescents (Moulin 

et al., 1998, 1997). 

Une molécule peut absorber un photon, ce qui excite l’un de ses électrons de l’atome 

fluorescent si l’énergie permet une transition électronique. La relaxation de cet électron pour 

revenir à son état fondamental peut se faire de manière radiative, induisant ainsi l'émission d'une 

luminescence, qu'il s'agisse de fluorescence ou de phosphorescence. La principale différence 

entre la fluorescence et la phosphorescence réside dans le temps retardé de l'émission d'un 

photon pour cette dernière. Dans le contexte de l’analyse des actinides et des lanthanides, les 

transitions peuvent impliquer plusieurs niveaux vibrationnels, ce qui se traduit par des pics de 

fluorescence dans le spectre (e.g., UO2
2+).  
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La SLRT permet d’accéder au temps de vie de l’espèce (τ), qui dépend de 

l’environnement (spéciation) de la molécule, et se définit par 𝜏 =
1

𝑘
, où 𝑘 est une constance de 

vitesse. Le déclin de la fluorescence lors de l’excitation d’une molécule par un laser pulsé est 

décrit par 𝐼 = 𝐼0𝑒−
𝑡

𝜏 avec 𝐼0 l’intensité de fluorescence initiale, 𝑡 le temps par rapport à 

l’impulsion du laser. 

 

Figure 10. Élimination d'une fluorescence parasite par résolution temporelle  (Modifié 

d'après:Lourenço, 2007). 

Lors de l’analyse de la molécule fluorescente, il est possible que d’autres molécules 

organiques ou inorganiques présentes dans le milieu (solide ou liquide) émettent un signal de 

fluorescence généralement très bref (0,01 à 1 s). Lorsque les temps de fluorescences entre la 

molécule d’intérêt et la molécule « parasite » sont suffisamment distincts, il est possible 

d’obtenir une résolution temporelle des spectres de fluorescence. Pour ce faire, il suffit 

d’acquérir le spectre de fluorescence de la molécule d’intérêt après un laps de temps permettant 
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la décroissance de la fluorescence et de s’affranchir de la contribution de l’espèce parasite 

(Figure 10). 

Parmi les nombreux avantages de cette technique, on peut évoquer sa sensibilité 

([U] = 10-12M), une triple sélectivité (excitation, émission, résolution temporelle), la 

préparation des échantillons (solide ou liquide), le caractère non destructif, la rapidité de 

l’analyse (quelques minutes) (Moulin et al., 1997).  

ii. Préparation des échantillons 

Les glandes digestives analysées proviennent de moules exposées à une concentration 

d'U= 5×10-5 M pendant 12 jours. Ces glandes digestives ont été prélevées par dissections et 

conservées à -80°C jusqu'à leur analyse. Pour réaliser les mesures, les organes ont été 

homogénéisés à l'aide d'un broyeur de tissus de type Potter-Elverhjem, en ajoutant de l'eau 

Milli-Q (1:1 ; v/v). Ensuite, la mixture a été analysée dans des cuves en quartz. Le montage 

expérimental est présenté en Annexe Figure 90. 

3) Localisation des métaux dans les échantillons de moules, 

imagerie 

a) Préparation des échantillons  

i. Résine époxy  

La résine est composée d’un mélange de NMA (durcisseur : méthylmadic anhydride), 

de DDSA (durcisseur : 2-dodécenyl succinic anhydride), d’AGAR 100 (résine base) incubé 10 

minutes à l'étuve à 60°C pour diminuer la viscosité des produits et faciliter le mélange. Puis le 

mélange a été agité 20 minutes et le DMAE (accélérateur : 2-diméthylaminoéthanol) a été 

ajouté sous agitation pendant 10 minutes. 

ii. Inclusion des échantillons en résine  

La description générale ci-après présente la préparation des échantillons d’organes 

(de quelques millimètres cubes). Le protocole pour l’inclusion en résine des moules entières est 

identique cependant les temps sont allongés.  
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Les échantillons fraîchement disséqués ont été fixés dans une solution d’eau de mer avec 

2,5 % de glutaraldéhyde. Ensuite, le fixateur a été rincé et l’échantillon déshydraté plusieurs 

fois avec de l’acétone. Une substitution en résine époxy a été réalisée avec la résine diluée à 

50 % dans l’acétone puis plusieurs bains de résine pure. La polymérisation de la résine 

s’effectue à 60°C pendant plusieurs jours.  

On notera également que des analyses (ICP-MS) ont été effectuées pour mesurer le 

cobalt ou l’uranium (en fonction des contaminations réalisées) pour déterminer leur diffusion 

dans l’acétone. L’acétone a été évaporée à sec puis 5 mL d’une solution d'acide nitrique 5 % 

(HNO3) (avec standard interne) a été ajoutée pour solubiliser le résidu. Aucune trace d’uranium 

ou de cobalt n’a été détectée lors des mesures. 

Les colorations histologiques ont été obtenues en laissant les coupes quelques minutes 

dans un bain de bleu de méthylène et azur II (v/v) qui permet d’avoir une coloration bleue des 

tissus.  

b) La spectrométrie de fluorescence des rayons X (-XRF) 

Le principe et le montage général ont été décrits précédemment (partie « Absorption des 

rayons X »).  

Au niveau de la cabane d’expérience, un système optique appelé KB (Kirkpatrick-Baez) 

a été ajouté ce qui permet une microfocalisation du faisceau et d’avoir un flux de photons plus 

important en microfaisceau comparé à un faisceau collimaté en amont. Le KB est situé en amont 

du poste d’analyse permet d’effectuer les cartographies -XRF avec un faisceau d’une taille 

inférieure à 30×30 m. Deux miroirs en rhodium assurent la focalisation du faisceau 

verticalement puis horizontalement. 
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Figure 11. Photographie du montage expérimental pour l’analyse de l’uranium en -XRF. 

Les porte-échantillons ont été positionnés à 45° par rapport au faisceau incident et au 

détecteur X. Ils ont été montés sur une table optique munie d’une base motorisée permettant 

des déplacements micrométriques avec une faible amplitude. Les cartographies ont été 

effectuées à l’aide du mode flyscan ce qui permet un mouvement continu des moteurs et une 

diminution des temps d’acquisition (Leclercq et al., 2015). L’acquisition du signal de 

fluorescence X a été réalisée à l’aide d’un détecteur silicium à dérive (SDD) à 4 éléments 

(Vortex) ou/et un détecteur SDD mono-élémentaire (Vortex) suivant les analyses effectuées et 

l’élément analysé.  

Les coupes des échantillons pour les mesures en imageries de fluorescence X ont été 

obtenues à l’aide d’une microtronçonneuse de précision (Mecatome T205, PRESI). Les 

échantillons ont été placés dans des porte-échantillons dédiés (Annexe Figure 91). Les analyses 

-XRF du cobalt ont été effectuées à l’aide d’un « support roue » qui a été développé au cours 

de la thèse, permettant une diminution des effets de parallaxes. Les analyses -XRF de 

l’uranium ont été effectuées à l’aide d’un porte-échantillons à double confinement 

(Annexe Figure 91). Dans la configuration utilisée, les éléments (e.g., Ca, Na) avec des seuils 

d’absorption inférieurs à 5000 eV sont difficilement observables en raison d’une atténuation de 

fraction transmise du a l’air, la résine et le confinement des échantillons.  

Les cartographies ont été traitées à l’aide du logiciel PyMCA (Laclavetine, 2015) et 

d’Origin (Pro). 
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c) Spectrométrie de masse à ions secondaires (SIMS) 

i. Principe  

Le SIMS est une technique dite destructive, car un faisceau d’ions primaires est accéléré 

sous vide et bombardé vers la surface de l’échantillon provoquant des collisions en cascades. 

Ces collisions entraînent l’éjection et l’ionisation d’atomes, formant ce que l’on appelle des 

ions secondaires, à la surface de l’échantillon. Ces ions secondaires sont collectés dans un 

champ électrique, puis séparés dans un spectromètre de masse en fonction de leur rapport masse 

sur charge (m/z) puis sont analysés au par un détecteur.  

 

Figure 12. Principe de fonctionnement d’un SIMS et de la collecte des ions  (Modifié 

d'après:Agüi-Gonzalez et al., 2019). 

Le faisceau primaire peut être focalisé pour atteindre une taille de sonde inférieure au 

micromètre en mode imagerie. Le faisceau balaye ensuite la surface de l'échantillon, permettant 

ainsi l'acquisition d'une image ionique en reliant la position de la sonde aux informations 

obtenues au niveau du détecteur. Cette technique offre la possibilité d'analyser la surface d'un 

échantillon avec une grande sensibilité isotopique, pouvant détecter des concentrations aussi 

faibles que quelques particules par million. Un schéma détaillant le principe du SIMS est 

disponible Figure 12.  
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Le SIMS à large géométrie (LG-SIMS) a une résolution en masse bien supérieure à un 

SIMS à petite géométrie (SG-SIMS) ce qui lui permet de s’affranchir d’interférences en ayant 

une meilleure résolution isotopique. Les expériences SIMS ont été réalisées sur différents 

appareils suivant le métal analysé (uranium ou cobalt) et ont nécessité un test de faisabilité. Les 

échantillons d’uranium ont été analysés sur un SG-SIMS 7f (Cameca) sur la plateforme 

PATERSON (plateforme analytique de spectrométrie de masse commune aux pôles de 

l’Environnement et de la Santé de l’Institut de Radioprotection et Sureté Nucléaire). Les 

échantillons de cobalt sur un LG-SIMS 1300-HR3 (Cameca). 

La résolution nécessaire pour différencier deux masses (M1 et M2) est définie par la 

formule suivante :  
𝑀1

∆𝑀
 avec M= M1-M2 

 

ii. Préparation des échantillons 

 

Figure 13. Photographie du porte-échantillon et des supports en siliciums pour les analyses 

SIMS. 

Les échantillons contenant les organes d’intérêt ont été inclus en résine puis coupés à 

l’aide d’un microtome en tranche de 100-150 nm d’épaisseur. Les coupes ont été déposées sur 

des plaques de siliciums pures (cobalt et uranium) (Figure 13) lors des tests de faisabilité puis 

d’autres échantillons ont été déposés sur des disques en carbone (uniquement pour le cobalt). 

En raison de la source O2
+ utilisée des éléments tels que le C, S, O n’ont pas pu être analysés. 

En effet, ces éléments sont ionisés avec une source Cs+. 
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Le Tableau 3 décrit les conditions expérimentales d’analyses utilisées avec le LG-SIMS 

et le SG-SIMS 7f. 

Tableau 3. Conditions expérimentales d’analyses utilisées avec le LG-SIMS et le SG-SIMS 7f. 

Instrument LG-SIMS SG-SIMS 7f 

Faisceau d'ions primaires O2
+ O2

+ 

Énergie du faisceau 

primaire 
10000 eV 10000 eV 

Intensité du faisceau 

primaire 
10 - 100- 500 pA 10 nA 

Énergie du faisceau 

secondaire 
5000 eV 5000 eV 

Raster du faisceau 

primaire 

 (m²) 

20 - 50 – 100 - 250 150 

Résolution en masse M/M= 4000 M/M= 300 

 

Échantillons cobalt 

Ce travail a permis le développement d’une méthode d'analyse avec des échantillons 

biologiques sur le LG-SIMS, qui n’avait pas été optimisée pour obtenir des images ioniques 

dans ce type d’échantillon. L'analyse en mode imagerie avec le cobalt n'avait jamais été réalisée 

auparavant à l'aide de cet instrument. 

Le pic de l’interférence liée au 29Si30Si (M=59) est très intense à cause de l’utilisation 

d’un support en silicium pur ; cette interférence a un M de seulement 0.017 (u) avec le 59Co 

ce qui nécessite une résolution supérieure à 3500 (u). La haute résolution du LG-SIMS permet 

de discriminer le pic de l’interférence avec celui du 59Co cependant les pieds de pic se 

superposent, réduisant la fenêtre de masse intégrable pour l’acquisition de l’image cobalt 

(Figure 14). Les disques de carbones permettent de travailler sans la présence de cette 
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interférence liée au support de silicium. Des spectres de masse du 59Co ont été réalisés sur des 

échantillons contaminés ainsi que sur des échantillons contrôles.  

 

Figure 14. Spectre de masse de la glande digestive autour de la masse du 59Co réalisé avec un 

support en silicium. 

Échantillons d’uranium :  

L’uranium naturel que nous avons utilisé pour les contaminations est composé d’un 

mélange isotopique et l’238U est l’isotope le plus abondant (99 %). Les images ioniques de 

l’uranium et le spectre de masse de l’uranium ont été effectués avec l’238U. Le spectre de masse 

ne présente pas d’interférences avec la résolution en masse de 300 (M/M) qui a été utilisée 

pour les analyses. 

d) Analyse Émission de rayons X induite par des particules (PIXE) 

i. Principe  

Le PIXE (Particule induced X-ray Emission) est une méthode qui repose sur l’émission 

de rayons X. Les analyses ont été effectuées sur la plateforme AIFIRA (Applications 

Interdisciplinaires des Faisceaux d’Ions en Région Aquitaine) qui dispose de 5 lignes de lumière 

(Figure 15). Un accélérateur de particules (SingletronTM 3.5 MV) assure la stabilité et la 

résolution du faisceau d’ions des ions produits (les protons (H+), des deutons (D+), Hélium 

(He+)) (Barberet et al., 2021). Le long des lignes de lumières, des collimateurs et des lentilles 

magnétiques assurent la mise en forme du faisceau.  

La ligne de lumière microfaisceau que nous avons utilisée permet de faire de l’imagerie 

à l’échelle micrométrique avec un faisceau d’un diamètre compris entre 0,3 m et 1 m. La 
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chambre d’analyse (sous vide) est équipée de plusieurs détecteurs, deux détecteurs Si (Li) 

permettent l’acquisition de la fluorescence X, un détecteur mesure les particules rétrodiffusées 

et un détecteur d’électron secondaire. Les données ont été traitées à l’aide du logiciel ImageJ et 

d’un plugiciel développé par les membres de la plateforme AIFIRA (Devès et al., 2015). 

 

Figure 15. Vue schématique de la plateforme AIFIRA et des 5 lignes de lumières. 

L’échantillon est placé sous vide et bombardé par un faisceau de particules chargées à 

haute énergie collimaté, ce qui provoque l’ionisation des atomes de l’échantillon. Comme décrit 

précédemment l’éjection d’un électron du cortège électronique, provoque une lacune dans les 

couches électroniques qui peut être comblée par différents mécanismes (e.g., Fluorescence X). 

Un détecteur permet la mesure de l’énergie du rayon X et l’identification de l’élément. Le PIXE 

a plusieurs avantages, l’analyse des métaux de transition se situe dans sa plage d’énergie 

optimale (~3MeV) ce qui assure une limite de détection basse (partie par million), la taille de 

la sonde est de l’ordre de quelques micromètres, la méthode est non destructive et elle permet 

une analyse multi-élémentaire.  
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ii. Préparation des échantillons 

Les échantillons de la glande digestive et de byssus ont été inclus en résine puis des 

coupes de 10 m d’épaisseur ont été réalisés. L’analyse PIXE a été effectuée sur un porte-

échantillon en PEEK, les échantillons sont déposés sur une fenêtre en polycarbonate. La 

Figure 16 présente le montage expérimental utilisé lors de l’analyse des échantillons. La 

résolution des images est de 256×256 pixels  

 

Figure 16. Photographie du montage expérimental de la chambre sous vide et du porte-

échantillons. 

4) Extraction de protéines  

a) Estimation de la concentration : Méthode de Bradford  

La méthode de Bradford est un dosage colorimétrique, permettant de connaitre la teneur 

totale en protéines. Cette méthode se base sur le changement d’absorbance, dû à la capacité de 

fixation des protéines par le bleu de Coomassie G-250. Le colorant possède une affinité pour 

les acides aminés basiques et aromatiques (e.g., arginine, histidine, lysine) et ce qui entraîne un 

changement de son maximum d’absorption. Le domaine de linéarité est typiquement situé entre 

125-1000 µg.mL-1. La calibration de la méthode de Bradford a été réalisée en utilisant de 

l’albumine provenant de sérum bovin (BSA) comme substance de référence. 

Pour réaliser les mesures, il est préférable d’utiliser des cuvettes en plastique. Dans une 

cuvette de 1 mL, la solution du colorant (1 mL) est ajoutée avec le standard (20 µL), le mélange 



Chapitre 1 - Matériels et méthodes 

52 

 

est laissé au moins 5 minutes à température ambiante avant la mesure à 595 nm où l’absorption 

est maximale. 

Les spectres d'absorption UV-Visible des échantillons ont été enregistrés à l'aide d'un 

spectrophotomètre UV/Vis Agilent Cary 60 à faisceau unique en PMMA de petit volume. 

b) Chromatographie d’affinité avec métal immobilisé 

Les métallothionéines sont des protéines cruciales chez les mollusques, car elles 

facilitent la détoxification des métaux en les liant grâce à leurs nombreuses fonctions cystéines. 

Honda et ses collaborateurs ont décrit une méthode de purification des métallothionéines en 

une seule étape, ce qui réduit considérablement le temps nécessaire, la perte de masse protéique 

lors des différentes étapes et l'équipement requis (Honda et al., 2005). Cette méthode repose sur 

l'immobilisation de métaux de transition tels que Ni2+, Zn2+ ou Cu2+ sur une colonne chélatante 

spécifique (HiTrapTM Chélatante 1 mL) afin de sélectionner les protéines capables de lier ces 

métaux. Cependant, une limitation de cette méthode réside dans la possible perte de 

métallothionéines qui pourraient retenir les ions métalliques de la colonne. 

Les glandes digestives ont été extraites de moules non contaminées provenant de 

Villefranche-sur-Mer. Ces organes ont été homogénéisés à l'aide d'un broyeur de tissus de type 

Potter-Elverhjem équipé d'un piston en Teflon dans une solution tampon à 4°C. Ensuite, la 

mixture a subi dix cycles de sonication (20 % ; 30 s ON/OFF) dans un bain de glace. La solution 

a été centrifugée à 15 000 × g pendant 90 minutes à 4°C, puis le surnageant a été ajouté à la 

chromatographie d'affinité. 

La colonne a été préparée conformément aux instructions du fabricant. Une solution de 

0,1 M de NiSO4 (0,5 mL) a été utilisée pour charger la colonne, puis elle a été rincée avec de 

l'eau distillée (5 mL). L'ajout de la solution tampon (10 mL) a permis d'équilibrer la colonne. 

Puis l'échantillon a été ajouté, la colonne a été lavée à l'aide de la solution tampon (10 mL). 

Pour terminer, une solution d'élution (10 mL) a été ajoutée pour créer un gradient linéaire (de 

0 à 100 %), et les fractions ont été collectées toutes les minutes, ce qui correspond à dix 

échantillons. 
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Les fractions ont été lavées avec la solution tampon (3 × 1 mL) en utilisant un filtre 

centrifuge (Amicon ultra 3 kDa 2 mL) à 7 500 × g pendant plusieurs heures à 4°C. Ensuite, les 

solutions ont été concentrées pour atteindre un volume final d'environ 100-150 μL. 

La vitesse du flux des solutions passant dans la colonne a été fixée à 1 mL.min-1 à l’aide 

d’une pompe péristaltique multi-canal.  

Solution tampon : 50 mM HEPES, pH 7,4 ; 0,1 mM PMSF ; 0,5 mM DTT ; 150 nM 

NaCl 

Solution d’élution : 50 mM HEPES, pH 7,4 ; 150 nM NaCl ; 500 nM d’imidazole 

c) Électrophorèse des protéines  

i. SDS-PAGE 

Le SDS-PAGE a été réalisé conformément à Laemmli (Laemmli, 1970). Les gels 

4-20 % ont un domaine optimum de séparation entre 10-200 kDa. La migration a été effectuée 

dans un tampon 1x SDS à 200V pendant environ 45-50 min.  

En résumé, 5 µL de Tampon Laemmli, 5 µL d’échantillon sont mélangés et chauffés à 

90°C pendant 5 min puis le mélange introduit dans les puits du gel d’électrophorèse. 

Solution 1x SDS : 25 mM Tris, 192 mM glycine 

Tampon Laemmli : 62.5 mM Tris-HCl, pH 6,8, 2 % SDS, 25 % glycérol, 0.01 % bleu 

de bromophénole, 100 mM DTT 

Les gels d’électrophorèse 4-20 % Criterion Tris-Cl Gel, le 2x Laemmli, le 

10xTris/Glycine, SDS, le standard de protéine (10–250 kD) et la cellule d’électrophorèse 

proviennent de Bio-Rad. 

ii. Coloration du gel polyacrylamide  

La PAGE-SDS a été colorée avec au bleu de Coomassie selon Zehr et ses collaborateurs 

(Zehr et al., 1989). Le gel a été fixé et équilibré pendant au moins 1h et après 3 lavages de 10 

minutes à l'eau pour éliminer l'alcool et l'acide. Le gel a été incubé dans la solution de coloration 
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sous agitation pendant une nuit. Pour la décoloration, le gel a été lavé plusieurs fois avec de la 

solution décolorante jusqu’à obtenir le fond désiré.  

Solution de fixation :   40 % méthanol, 10 % acide acétique 

Solution colorante :   0,025 (w/v) Bleu de Coomassie G-250, 10 % acide acétique  

Solution décolorante :  10 % acide acétique 
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I. Le milieu marin 

Vu de l’espace on l’appelle la planète bleue, la Terre est composée majoritairement 

d’eau. La surface du globe est recouverte à 71 % d’eau, la majeure partie de cette eau est 

présente sous forme liquide dans les mers et océans avec plus de 97 % du volume d’eau 

disponible. L’autre partie de l’eau disponible est sous forme de glace, soit environ 2 %.  

Les océans et mers sont différenciés de l’eau douce par leur salinité allant jusqu’à 

41 g.kg-1. Les différences de salinité, de température entre les océans participent à la structure 

hydrographique à grande échelle et du transport de l’eau dans le globe. Les grands courants 

présents dans les océans sont responsables de la dispersion des substances dissoutes dans l’eau 

(Figure 17). 

 

Figure 17. Simplification des courants marins à la surface des océans. (Modifié d'après : 

Ahlenius et al., 2007) 
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En moyenne la salinité des océans à l’échelle mondiale se situe à 34,72 ‰, en gramme 

par kilogramme (g.kg-1). De plus, 90 % des océans ont des concentrations en sels qui varie de 

seulement ± 1,1 % comparé à la moyenne. La proportion en sel dissous reste relativement 

identique dans l’eau salée, cependant la quantité en sel total y est variable. Les recherches 

océanographiques ont permis au 18eme siècle de décrire avec une grande précision la 

composition des différents éléments chimiques présents dans l’eau de mer (Marcet, 1819). Le 

standard IAPSO (Association pour les sciences physiques des océans) permet d’obtenir des 

mesures de l’eau de mer avec une référence qui définit la chlorinité égale à 19.374 ‰ soit une 

conductivité de 1,0000 (mS.cm-1), une salinité définie comme S = 35.000 ‰. Les 11 éléments 

majoritairement présents dans l’eau de mer sont rapportés dans le Tableau 4.  

Tableau 4. Concentration des 11 constituants majoritaires à la surface des océans. 

(Carpenter and Manella, 1973; Culkin and Cox, 1966; Pilson, 2012; Uppström, 1974) 

 g.kg-1 mM 

Cl- 19,353 559,39 

Na+ 10,782 480,61 

SO4
2− 2,712 28,935 

Mg2+ 1,284 54,13 

Ca2+ 0,411 10,52 

K+ 0,399 1046 

HCO3
− |CO3

2−| CO2  0,1243 − 

Br- 0,0673 0,863 

B (OH)3  | B (OH)4
− 0,0272 − 

Sr2+ 0,0078 0,092 

F- 0,00130 0,070 
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D’autres éléments minoritaires sont présents dans l’eau de mer avec des concentrations 

très variables allant de quelques fmol (10-15 mol) (e.g. or, bismuth) à quelques μmol (10-6 mol) 

(e.g. lithium, silicium) par litre d’eau de mer (Pilson, 2012).  

La présence de matière organique dissoute (DOM) dans l’eau salée provient 

majoritairement d’espèces microcellulaires telles que les phytoplanctons, les bactéries, mais 

également de transport provenant des fleuves. La DOM est estimée par la mesure du carbone 

organique dissous (DOC). 

DOM

DOC
= 2,2 (sans unité) 

La concentration du DOC est comprise entre 40 et 250 M dans l’eau salée. Comme 

pour le biote marin, la diversité de cette matière organique reflète la complexité du milieu marin 

(Wells and Goldberg, 1993).  

Avant la convention d’Oslo en 1972 visant à limiter les rejets anthropiques dans les 

mers et océans, de nombreux déchets ont été déversés sans restriction. On peut citer les déchets 

radioactifs, des déchets industriels et chimiques qui ont été jetés au fond des océans. Concernant 

les déchets radioactifs immergés entre 1946 et 1982 par quatorze pays dans les océans 

Pacifique, Atlantique et Arctique, l’activité a été estimée à 85 000 TBq (ANDRA, 2017). 

Depuis 1993, l’immersion des déchets radioactifs est définitivement interdite. Les déchets aux 

fonds de l’océan ne sont pas destinés à être récupérés. À ce jour, bien que jugée non nécessaire 

par l’AIEA la France continue d’effectuer une surveillance radiologique des sites qui lui 

incombent. 

II. Généralités sur les radionucléides 

Selon l’EPA (Environnemental Protection Agency), les formes radioactives d’un 

élément sont appelées radionucléides. Les radionucléides peuvent être naturellement présents 

dans l’environnement ou produits par l’homme sous forme de produits de fissions (99mTc, 90Sr, 

137Cs) ou d’activation neutronique (60Co). Parmi les éléments instables, deux catégories se 

distinguent. Dans la première catégorie se trouvent les radioéléments qui sont des éléments 

chimiques dont tous les isotopes connus sont radioactifs comme l’uranium ou le plutonium. 
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Dans la seconde catégorie, les radionucléides sont les isotopes instables d’un élément chimique 

donné (e.g. 60Co,137Cs). On compte plus de 1 700 radionucléides pour seulement 280 nucléides 

stables (Figure 18). 

 

Figure 18. Diagramme de Segré ou « vallée de la stabilité » des nucléides et leur mode de 

désintégrations principal.(N : Neutron ; Z : Proton)  

 (Modifié d'après:www-nds.iaea.org/relnsd/ vcharthtml/VChartHTML.html) 

L’instabilité d’un radionucléide provoque la transformation spontanée de son noyau par 

décroissance radioactive. La désintégration radioactive est basée sur une loi statistique et peut 

être exprimée simplement par une relation cinétique d’ordre 1. 

𝑑𝑁

𝑑𝑡
= −𝜆𝑁 

avec N le nombre d’atomes présents,  la constance radioactive (s-1) et t le temps (s). 

Cette loi permet de calculer de façon statistique l’activité (A) d’un élément en Bq au moment t 

en connaissant la population initiale N0. 

𝐴 = 𝑁0. 𝜆. 𝑒−𝜆𝑡 
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Plusieurs unités différentes peuvent être utilisées pour quantifier la radioactivité. La 

première unité créée en 1910 en hommage au couple Curie fut le Curie (Ci). Cette unité 

représente le nombre de désintégrations par seconde d’un gramme de radium-226. L’unité 

internationale est dorénavant le Becquerel (Bq) qui représente le nombre de désintégrations par 

seconde d’une quantité de matière radioactive. La relation entre les deux unités est 

1 𝐵𝑞 = 2,7 × 10−11 𝐶𝑖. 

1) Les radionucléides d’origine naturelle  

Parmi les radionucléides naturels, on distingue les radionucléides primordiaux, c’est à 

dire ceux présents sur Terre depuis sa formation il y a 4,6 milliards d’années et qui ont une 

période radioactive suffisamment longue pour être encore observé aujourd’hui, les autres ayant 

disparu (Fowler, 1967). Des radionucléides avec des périodes très longues comme le 40K 

(t=1,28×109 années), le 232Th (t=1,41×1010 années), le 235U (t=7,04×108 années), le 238U 

(t=4,47×109 années), sont considérés comme des radionucléides primordiaux. Les 

radionucléides naturels sont répartis en deux groupes ; ceux qui forment les trois chaînes de 

désintégration naturelles que sont le 232Th, le 235U, le 238U et qui à la suite d’une succession de 

désintégration alpha et bêta conduisent à la formation de plomb stable (Figure 19). L’autre 

partie est formée par les radionucléides primordiaux de filiation simple comme le 40K et le 87Rb.  

Dans l’eau de mer, les radionucléides peuvent être utilisés comme traceurs afin de 

comprendre les phénomènes de diffusion océanographiques. Ainsi en utilisant la décroissance 

radioactive du 238U, il est possible de quantifier les échanges air-mer en quantifiant le 222Rn qui 

diffuse de la surface des océans vers l’atmosphère. La vitesse de sédimentation peut être estimée 

grâce au 210Pb qui est très peu soluble et réactif aux particules dans l’eau de mer. La radioactivité 

naturelle dans 1 kilogramme d’eau de mer est essentiellement associée au 40K avec une activité 

de 12,39 Bq.kg-1 ce qui représente 90 % de l’activité totale. 
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Figure 19. Chaîne de la désintégration radioactive de l'238U vers le 206Pb stable  (Modifié 

d'après: Goldstein et al., 1999) 

De plus, des radionucléides cosmogéniques sont créés en permanence dans la haute 

atmosphère sous l’effet du rayonnement cosmique. Ces rayons cosmiques ont une énergie 

élevée et sont très pénétrants. L’interaction des particules primaires et des noyaux 

atmosphériques forme des électrons, des rayons gamma, des neutrons, des pions et des muons. 

Parmi les 22 radionucléides cosmogéniques identifiés, seulement deux d’entre eux impactent 

la dose reçue par l’Homme (14C, 3H). Tous ces radionucléides naturels présents sur Terre sont 

transportés par des phénomènes d’érosion côtière et par les fleuves (Morris and Raiswell, 2002).  
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2) Les radionucléides d’origine anthropique  

Contrairement aux radionucléides naturels, les radionucléides d'origine anthropique désignent 

des nucléides radioactifs qui ne sont plus présents sur Terre, résultant principalement d'une 

période radioactive courte qui ne permet pas leur observation. Ces éléments peuvent être recréés 

artificiellement. 

a) Les essais nucléaires 

Les nucléides artificiels présents dans l'océan ont pour origine principale les retombées 

atmosphériques mondiales résultant des essais d'armes nucléaires, les sources ponctuelles 

dérivées des déchets de réacteurs nucléaires qui pénètrent dans l'océan, ou les accidents 

nucléaires. Plus de 2 400 essais nucléaires ont été effectués entre 1945 et 1996, 543 d’entre eux 

ont été faits dans l’atmosphère avec un rendement total de 440 Mt et plus de 1 800 sont des 

essais nucléaires souterrains pour un rendement total de 90 Mt (Figure 20). Durant ces tests, les 

radionucléides produits lors des explosions ont été dispersés dans l’atmosphère et se sont 

répartis sur la surface du globe. Cependant il existe une disparité dans la réparation des 

radionucléides due à la localisation des sites de tirs principalement dans l’hémisphère nord.  

Entre 1945 (premier essai atomique du Nouveau-Mexique, É.-U.) et 1963, les essais 

d'armes atmosphériques se sont intensifiés. En 1963, le traité d'interdiction partielle des essais 

nucléaires a eu pour objectif premier de lutter contre la prolifération nucléaire, mais également 

de limiter la propagation des contaminants radioactifs dans l'environnement et dans 

l'alimentation humaine. En effet, le traité a permis de limiter les essais nucléaires à des essais 

souterrains pour contenir la contamination dans le pays responsable de l’explosion. À la suite 

de ce traité, les États-Unis, l'URSS et le Royaume-Uni ont arrêté les essais atmosphériques. Ces 

essais ont été définitivement clôturés en 1980 par la Chine, dernier pays à avoir continué les 

essais atmosphériques. Les essais souterrains ont été réalisés en nombre bien supérieur aux 

essais atmosphériques, cependant, leur rendement total était très inférieur, respectivement 

90 Mt contre 440 Mt. En 1996, un traité d'interdiction complète des essais nucléaires a été 

formulé, marquant la fin des essais en France et en Chine (Figure 20). Le texte de l’ONU n'a 

pas été ratifié par l’ensemble des puissances nucléaires (e.g. États-Unis, Chine) et certains pays 
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qui continuent les essais souterrains ou sont suspectés de le faire ne l’ont ni signé, ni ratifié (e.g. 

Inde, Pakistan, République Populaire Démocratique de Corée). 

 

Figure 20. Essais d'armes nucléaires atmosphérique et souterraine  (Modifié d'après: 

UNSCEAR, 2012) 

Le cumule des dépôts de radionucléides à l’échelle mondiale a atteint un maximum de 

460 PBq entre 1967 et 1972 et se situe en dessous de 250 PBq de nos jours (par décroissance). 

La Figure 21 montre la densité de dépôt cumulé mondial pour les radionucléides majoritaires. 

Certains radionucléides avec des demi-vies courtes sont présents de nos jours en quantité 

résiduelle négligeable tels que le 95Zr (t=64,02 j), le 106Ru (t=373.6 j) ou le 144Ce (t=284,9 j). 

De nos jours l’activité est principalement due au 90Sr (t=28,78 an.), au 137Cs (t=30,07 an.) et 

aux actinides 241Am (t=432,7 an.), 239,240Pu (t=24 110 an. ; t=6 563 an.). 

Il est également à noter qu’en 1964 un satellite fonctionnant avec un générateur 

SNAP-9A au plutonium n’a pas pu atteindre son orbite et s’est désintégré dans l’atmosphère 

lors de sa chute. Les quelque 900 grammes de plutonium présents ont été dispersés, soit environ 

100 TBq, en majorité dans l’hémisphère Sud (Atwood, 2010). 
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Figure 21. Densité de dépôt mondial cumulé global (pondérée par la population mondiale) de 

radionucléides produits lors d'essais atmosphériques.  (Modifié d'après:UNSCEAR, 2012) 

b) Rejet par l’industrie nucléaire  

La grande majorité des radionucléides présents dans l'environnement en raison de 

l'activité industrielle nucléaire sont similaires à ceux provenant des essais nucléaires. Le 

retraitement du combustible usagé est l'une des sources de rejets de radionucléides dans 

l'environnement, en particulier dans l'eau de mer. Les usines de retraitement les plus 

importantes se situent à Sellafield au Royaume-Uni, La Hague en France et Tokai au Japon. Le 

rejet d’effluents liquides provenant de l’usine de Sellafield a participé à la dispersion de 

radionucléides en mer d'Irlande, en mer du Nord et dans l'océan atlantique (Vintró et al., 2000). 

Dans les années 70, cette usine a rejeté du 137Cs, ainsi que du 238,239,240Pu, du 241Am et du 99Tc 

qui ont été détectés dans l’océan Atlantique et l’océan arctique (Aarkrog, 2003). Des 

prélèvements d’eau de mer et la prise en compte de différents facteurs tel que les courants ont 

permis de modéliser un profil de dispersion provenant de l'usine de Sellafield pour le 137Cs 

(Baxter et al., 1979; Jefferies et al., 1973; Mauchline, 1980; McKinley et al., 1981).  

D’autres produits de fissions moins solubles dans l’eau de mer comme le plutonium ou 

l’américium ont été retrouvés dans les sédiments notamment en mer d’Irlande. Entre 1970 et 

1998, plus de 38 000 TBq de 137Cs ont ainsi été rejetés dans l'eau de mer, soit 40 fois plus que 

l'usine de La Hague pour la même période (Tableau 5).  
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Tableau 5. Rejets radioactifs des usines de traitement du combustible nucléaire usé de 

Sellafield et La Hague entre 1970 et 1998.(Aarkrog, 2003) 

Usine de traitement 137Cs (TBq) 90Sr (TBq) 

La Hague 961 1 106 

SellaField 38 837 5 528 

Total 39 798 6 634 

 

En 2003, les rejets en 137Cs étaient de 0,76 TBq à l’usine de La Hague et 6,24 TBq de 

Sellafield, soit bien inférieurs aux pics de rejet de 243 TBq et 5 230 TBq respectivement dans 

les années 70 (Asker, 2003).  

Des radionucléides comme le 3H, 137Cc, 99Tc, 106Ru, 129I ont toujours été rejetés dans les 

effluents liquides des usines de retraitement à cause des activités des ateliers de recyclage 

(Figure 22). Les effluents liquides sont traités dans des stations afin de décontaminer l’eau via 

divers traitements chimiques avant le rejet en mer en respectant les autorisations en vigueur. 

Le décret du 4 mai 1995 publié en France a établi un nouveau cadre réglementaire pour 

les autorisations de prélèvement d'eau de refroidissement et de rejets des installations nucléaires 

de base. Plus précisément, le décret fixe des limites pour les rejets radioactifs d’effluents 

liquides et gazeux. Dans le but de protéger l’environnement et la santé publique, le décret 

instaure des procédures de contrôle, de surveillance des rejets radioactifs. En 1998, la 

convention pour la protection du milieu marin de l’Atlantique du Nord-Est (OSPAR) est entrée 

en vigueur en Europe et fixe des objectifs de diminution des rejets radioactifs. Les données 

recueillies par l’OSPAR pour évaluer le secteur nucléaire (usines de retraitement, centrales, 

installations de recherche, recherche et développement en combustibles nucléaires) permettent 

de comparer les rejets radioactifs entre 1995 et 2001 et ceux entre 2007 et 2013. Les résultats 

mettent en avant la diminution des rejets totaux radioactifs qui ont été divisés par 2,5 pour les 

émetteurs alpha et divisé par 12 pour les bêta (hors tritium) et notent l’absence d’augmentation 

des rejets. Le retraitement du combustible est la principale source de rejet dans la filière 
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nucléaire représentant 90 % des rejets du total des alpha et 80 % des rejets du total des bêta 

(OSPAR, 2017).  

 

Figure 22. Rejets de radionucléides entre les années 1977 et 2000 issus des usines de 

retraitement nucléaire (Sellafield, La Hague, Tokai)  (Modifié d'après:UNSCEAR, 2012) 

c) Accidents de réacteurs nucléaires 

Les accidents majeurs d’exploitation constituent une source de rejets de la filière 

nucléaire. Les risques liés à l’usage du nucléaire sont connus et des actions sont constamment 

mises en place pour les limiter ou les maitriser. On peut considérer l’accident de Three Mile 

Island aux États-Unis du 29 mars 1978 comme étant le premier dans l’histoire des accidents de 

centrale nucléaire provoqués par des défaillances mécaniques avec une classification de 

niveau 5 sur l’échelle internationale des événements nucléaires (INES). À la suite d’une 

défaillance du système de refroidissement du réacteur n°2, le cœur du réacteur a partiellement 

fondu. Bien que maintenu dans les enceintes de confinement et sans conséquence radiologique 
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pour l’environnement proche, cet événement a remis la sureté nucléaire au cœur des débats. Il 

a eu un impact fort sur l’opinion publique et la perception de celle-ci vis-à-vis de l’énergie 

nucléaire et il peut être considéré comme l’un des plus importants dans l’histoire des États-

Unis. À la suite de cet accident, des améliorations sur la sécurité des centrales ont été mises en 

place avec notamment des systèmes de surveillance et de contrôle renforcés, des systèmes de 

secours pour l’eau de refroidissement en cas d’urgence. 

L’accident de Tchernobyl du 26 avril 1986 a changé à jamais le débat autour du 

nucléaire dans l’Union européenne, traumatisant l’opinion publique du monde entier. L’échelle 

INES a classé cet accident au niveau maximal (niveau 7) avec un rejet majeur dans 

l’environnement. L’accident est survenu dans la centrale nucléaire de Tchernobyl (Ukraine) à 

la suite de défaillances techniques et d’erreurs humaines qui ont conduit à une explosion du 

réacteur n°4. Le cœur du combustible est rentré en fusion et a entraîné une explosion de vapeur 

libérant une grande quantité de radionucléides (e.g. : 133Xe, 131I, 132Te) dans l’environnement 

pour une activité totale d’environ 1-2 EBq. La contamination ne s’est pas cantonnée aux 

frontières de la région touchée, mais s’est dispersée dans la majorité des pays de l’Europe 

occidentale les jours suivants l’accident. Dans l’eau de mer, l’impact de cet accident a été 

relativement limité. Cependant, du 137Cs et du 90Sr ont été retrouvés dans la mer Baltique et la 

mer Noire, ayant également eu un impact sur la chaîne alimentaire marine avec une 

accumulation de radionucléides dans des mollusques et des poissons (Aarkrog, 2003; Kryshev, 

1995). Actuellement, les niveaux de radioactivités pour les eaux côtières continuent d’être 

surveillés. L’accident de Tchernobyl a mis en exergue l’importance de l’information et de sa 

crédibilité dans des situations de gestion de crise nucléaire. Il a provoqué une remise en question 

des pratiques et normes de sécurité dans les centrales nucléaires à l’échelle mondiale.  

Le 11 mars 2011, un accident a lieu sur la centrale nucléaire de Fukushima Daiichi 

(CNFD) au Japon, à la suite d’un puissant tremblement de terre (magnitude 9 de Richter) suivi 

d’un tsunami. La CNFD a alors perdu son système de refroidissement, ce qui a provoqué la 

fusion de trois des six réacteurs nucléaires (n°1,2,3). La plus grande retombée de radionucléides 

est venue de la libération de gaz et de radionucléides volatils dans l’atmosphère. Une autre 

partie de la contamination est venue du refroidissement du cœur des réacteurs, puisqu’une partie 

de cette eau a fini par s’écouler dans l’océan (malgré les tentatives de TEPCO (Tokyo Electric 

Power Compagny) pour la contenir). Plusieurs articles permettent d’estimer le dépôt total de 
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137Cs, bien que les données soient variables suivant les paramètres de transports pris en compte 

et par manque de données d’observation. Les modèles de transports estiment qu’au moins 80 % 

des retombées se sont déposées à la surface des océans. Du 137Cs a été très largement dispersé 

dans l’environnement, les retombées atmosphériques totales estimées peuvent représenter 

jusqu’à 36 PBq avec un pic mi-mars de 15 PBq. D’autres radionucléides avec des demi-vies 

supérieures à une année telle que le 90Sr, 239,240Pu, 134Cs, 129I ont été dispersés. Un grand nombre 

de données a été publié principalement par TEPCO et par des agences japonaises pour le 131I, 

le 134Cs et le 137Cs.  

 

Figure 23. Schéma de la décontamination de l'eau radioactive de CNFD traité par ALPS 

(Modifié d'après:https://www.iaea.org/fr/themes/lintervention/rejet-des-eaux-traitees-a-la-

centrale-nucleaire-de-fukushima-daiichi/questions-frequemment-posees) 

La difficulté pour quantifier les radionucléides issus de la CNFD dans l’océan a été de 

les différencier de ceux encore dus aux retombés des essais d’armes nucléaires, les modèles de 

dispersion se sont principalement appuyé sur le ratio 134Cs/137Cs. Le 137Cs a été analysé dans 

l’eau de mer à la suite de cet accident, ce qui a permis d’estimer les rejets directs dans l’océan 

avec un pic à 68 MBq.m-3 au niveau du point de décharge situé à proximité de CNFD (Buesseler 

et al., 2017). Des actinides tels que le 238,239,240Pu, le 241Am et le 244Cm ont également été 
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retrouvés dans l’eau de mer proche de CNFD et leur présence est attribuable à l’accident avec 

des concentrations faibles (e.g. : 2,1 Bq.L-1, 238Pu ; 0,56 Bq.L-1 241Am)(METI, 2023).  

Actuellement plus de 1 million de tonnes d’eau contaminée sont stockées sur le site de 

CNFD, depuis l’accident et 140 000 litres d’eau contaminée sont chaque jour produits. Cette 

eau va être décontaminée par un système avancé de traitement des liquides (ALPS) de 62 des 

63 radionucléides présents (sauf le 3H) dans des usines construites sur le site (Figure 23). Les 

autorités japonaises planifient un rejet dans la mer par un conduit sous-marin d’un kilomètre de 

l’eau partiellement décontaminé malgré les fortes polémiques à ce sujet. Cet accident a mis en 

exergue les données limitées pour comprendre l’interaction entre les radionucléides et les 

organismes marins. Plusieurs semaines après l’accident des activités importantes ont été 

retrouvées dans les eaux propres de la centrale (<30 km). Par exemple, en février 2013, dans le 

port de la CNFD une activité de 720 000Bq.kg-1 a été détectée dans un poisson de roche (MAFF, 

2015; TEPCO, 2016). Sur une courte période, plusieurs radionucléides ont été découverts dans 

le biote marin, suscitant une inquiétude de la population sur la consommation de produits 

provenant de la mer. 

III. Accumulation de métaux dans le biote marin 

1) Définitions générales 

a) Facteur de bioaccumulation  

Le facteur de bioaccumulation (BAF) des métaux par le biote marin est défini par toutes 

les voies d'exposition à son environnement naturel. Les voies d'exposition incluent le contact 

avec l'eau, l'alimentation et la respiration. Le BAF peut se référer à l'organisme entier, à un 

organe ou à un tissu, en utilisant le poids humide, le poids sec ou le poids des lipides. Le terme 

BAF décrit la concentration de métal dans l'organisme et sa concentration totale dans l’eau. Le 

BAF peut être exprimé en L.kg-1. Le BAF et le facteur de bioconcentration (BCF) ne sont pas 

identiques, bien qu'ils puissent souvent être confondus. La bioaccumulation inclut à la fois la 

bioconcentration et l'exposition par la nutrition. 
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b) Facteur de bioconcentration  

Le BCF des métaux par les organismes marins inclut uniquement l'accumulation par la 

respiration et le contact avec le milieu environnant. Le BCF est défini comme la concentration 

de métaux présents dans les organismes, les organes ou les tissus biologiques, divisée par leur 

concentration présente dans l'environnement. Ce facteur est destiné uniquement à des mesures 

en laboratoire dans des conditions contrôlées, notamment avec une régulation de la nourriture 

pour éliminer l'apport de métaux. Le BCF peut être représenté simplement par l'équilibre 

suivant : 

 

avec CA la concentration dans le milieu A (e.g. eau de mer) et CB la concentration dans 

le milieu B (e.g. les tissus mous). La formule pour exprimer le BCF est :  

𝐵𝐶𝐹 =  
𝐶𝐵

𝐶𝐴
 

Généralement la masse de l’organisme est exprimée en masse humide, masse sèche ou 

masse lipidique. De ce fait, le BCF peut être exprimé en L.kg-1. 

Le Tableau 6 regroupe des valeurs seuil de BCF définies par des agences de régulation 

européenne (Agence européenne des produits chimiques : ECHA) et américaine (Agence de 

protection de l’environnement : EPA) pour des produits chimiques et des métaux lourds. Ces 

valeurs indicatives permettent de comprendre la relation d'un organisme vis-à-vis d'un 

contaminant et son caractère accumulateur (Regulation (EC) No 1907/2006, 2014; Rosioru et 

al., 2016). 
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Tableau 6. Réglementation des seuils pour les facteurs de bioconcentration. REACH : 

Registration, Evaluation and Authorization of Chemicals. TSCA : Toxic Substance Control 

Act. 

Agence de régulation (programme) Valeur seuil (L.kg-1) 

Régulation CE n°1907/2006 (REACH) ≥2000 = bioaccumulateur 

≥5000 = très bioaccumulateur 

USA EPA (TSCA) ≥1000 = bioaccumulateur 

≥5000 = très bioaccumulateur 

c) Facteur de concentration  

Le facteur de concentration (CF) est un outil permettant de comparer simplement la 

radioactivité présente dans un organisme, un tissu ou un organe, à la radioactivité présente dans 

l'eau de mer, sans prendre en compte la source de contamination. Afin de pouvoir comparer les 

différentes valeurs, on prend en compte la concentration dans l'eau de mer ambiante pour 

l'exprimer sous forme de CF. La masse des échantillons biologiques peut être exprimée en 

masse sèche ou en masse humide. Le CF est un outil pertinent pour comprendre l'accumulation 

de métaux ou de radionucléides dans le biote marin et peut être exprimé par deux formules : 

𝐶𝐹 (𝑠𝑎𝑛𝑠 𝑢𝑛𝑖𝑡é) =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑝𝑎𝑟 𝑢𝑛𝑖𝑡é 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑑𝑒 𝑙′𝑜𝑟𝑔𝑎𝑛𝑖𝑠𝑚𝑒 (

𝑘𝑔
𝑘𝑔

𝑜𝑢
𝐵𝑞
𝑘𝑔

)

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑝𝑎𝑟 𝑢𝑛𝑖𝑡é 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑑′𝑒𝑎𝑢 𝑑𝑒 𝑚𝑒𝑟 (
𝑘𝑔
𝑘𝑔

𝑜𝑢
𝐵𝑞
𝑘𝑔

)
 

𝐶𝐹 (𝐿. 𝑘𝑔−1) =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑝𝑎𝑟 𝑢𝑛𝑖𝑡é 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑑𝑒 𝑙′𝑜𝑟𝑔𝑎𝑛𝑖𝑠𝑚𝑒 (

𝑘𝑔
𝑘𝑔

𝑜𝑢
𝐵𝑞
𝑘𝑔

)

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑝𝑎𝑟 𝑢𝑛𝑖𝑡é 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑑′𝑒𝑎𝑢 𝑑𝑒 𝑚𝑒𝑟 (
𝑘𝑔
𝐿 𝑜𝑢

𝐵𝑞
𝐿 )

 

Dans le cadre de ce travail, nous utiliserons la première formule, car la deuxième est 

plus souvent utilisée pour les espèces planctoniques.  
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2) Accumulation de métaux traces dans le compartiment marin 

De manière arbitraire les éléments présents dans l’eau de mer ont été classés en deux 

catégories :  

 - les éléments majoritaires de l’eau de mer ont été décrits précédemment et sont 

définis par une concentration moyenne dans l’eau de mer supérieure à 1 mg.kg-1 

 - les métaux traces ont une concentration moyenne inférieur à 1 mg.kg-1 

La plupart des éléments traces ont une concentration non conservative dans l’eau de mer 

en raison des processus biologique et géochimique qui se déroulent dans les océans. Les métaux 

traces sont présents dans l’eau de mer à différentes concentrations (nmol à fmol), leur présence 

peut être naturelle ou être augmentée par des activités anthropiques. Parmi les métaux traces 

que l’on retrouve dans le compartiment marin, on peut y retrouver les métaux dits « lourds ». 

Cette catégorie regroupe des éléments avec des propriétés métalliques incluant les métaux de 

transition, métalloïdes, lanthanides et actinides possédant des masses atomiques débutant vers 

60 g.mol-1 (Cu) et pouvant être supérieurs à 200 g.mol-1 (Hg) avec une densité supérieure à 4,5 

g.cm-3 (Fergusson, 1991; Tchounwou et al., 2012). Ces métaux lourds peuvent être 

naturellement présents dans l’eau de mer à des concentrations qui peuvent être très basses (e.g. 

[Au] = 50 fmol), on parle dans la littérature de métaux lourds traces (trace heavy metals). On 

peut également retrouver le terme d’éléments traces métalliques. Les deux appellations 

recoupent des définitions qui ne sont pas clairement établies et dont les limites peuvent 

déprendre des auteurs. Pour simplifier, nous parlerons ici de métaux ou de radionucléides 

métalliques.  

La présence de métaux lourds dans l’eau de mer et le biote peut provenir de sources 

naturelles ou de pollution anthropique. Certains métaux peuvent être toxiques à faible 

concentration (e.g. Cd, Pb, Hg) et n’ont pas de rôle dans les processus biologiques (Nordberg, 

2007). Au contraire d’autres métaux sont essentiels (Cu, Mo, Zn) pour le fonctionnement 

d’organismes vivants (e.g. enzyme, protéine). Les éléments essentiels ne peuvent pas être 

substitués par d’autres éléments et exercent une influence directe et indispensable au 

fonctionnement du métabolisme cellulaire (Rainbow, 1995). Bien qu’ils soient essentiels, la 

concentration dans l’environnement de certains métaux peut cependant induire une toxicité 
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pour les organismes marins. Une concentration de Zn à 10-3 M et de Cd à 10-2 M provoque par 

exemple la diminution significative d’une enzyme essentielle (AChE) alors que le Fe pour les 

mêmes concentrations entraîne une inhibition totale chez M. galloprovincialis et Perna perna 

(Deidda et al., 2021; Najimi et al., 1997). La concentration toxique d’un métal dépend de 

l’organisme et de son seuil de tolérance. Une concentration importante peut perturber la 

croissance, la reproduction et le système endocrinien. Les individus les plus jeunes ont une 

activité biologique plus importante de ce fait, ils sont plus impactés par ces perturbations. Dans 

les organismes vivants, l'accumulation de métaux dépend de plusieurs facteurs, tels que la 

disponibilité de l'élément, donc de sa spéciation et de facteurs biologiques. La forme physico-

chimique des métaux dans l'eau de mer est liée à de nombreux facteurs, tels que le pH, la salinité 

et la force ionique (Jakimska et al., 2011). La géochimie inclut la spéciation d'un métal et revêt 

une importance primordiale pour comprendre les mécanismes d'accumulation d’un métal par 

les organismes (Luoma and Rainbow, 2005; Simkiss, K and Taylor, MG, 1989).  

 

Figure 24. Facteurs influençant la biodisponibilité d'un métal dans le milieu aquatique  

(Modifié d'après:Wang and Fisher, 1997) 

Pour un même métal, un changement de biodisponibilité peut lui permettre de passer les 

membranes biologiques ou de se lier à la surface des cellules. Certaines espèces marines 

régulent les métaux avec facilité (e.g., la moule Cu, Zn), alors que d'autres espèces montrent 

une très grande variation de concentration (Rainbow, P. S, 1988). La biodisponibilité d’un métal 
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est un phénomène multifactoriel complexe (voir la Figure 24) qui doit donc être étudié de 

manière interdisciplinaire pour comprendre l’impact d’un métal sur le biote marin.  

Les concentrations métalliques dans les organismes vivants peuvent atteindre des 

niveaux élevés n’atteignant jamais un état d’équilibre. La relation entre la bioaccumulation des 

métaux et leur toxicité est complexe, car elle dépend d'une connaissance parfaite du système 

étudié et de la spéciation du métal. Le métal peut être présent sous diverses formes (ion libre, 

complexe organique ou inorganique) et interagir avec une membrane biologique ou les sites 

physiologiquement actifs d’un organisme comme illustré sur la Figure 25. On parle de ligand 

biotique. 

 

Figure 25. Diagramme du modèle d'activité d'un ion libre  (Modifié d'après:Markich and 

Brown, 2018). 

La toxicité des métaux résulte de la formation d'un complexe entre le métal et un ligand 

biotique qui peut perturber l'équilibre de l'organisme à différentes échelles. Le lien entre la 

concentration des métaux dans les organismes et leur toxicité n'est pas linéaire. De ce fait il est 

difficile de comprendre et de prédire les réponses d'un organisme à un polluant métallique. 

Contrairement aux molécules organiques, les métaux ne se décomposent jamais. Ils peuvent 

échanger des ligands ou changer d'état d'oxydation, et être concentrés (e.g., dans les sédiments 
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ou les organismes vivants). Ces changements de spéciation peuvent transformer des métaux 

non toxiques en métaux toxiques par des organismes qui modifient leur spéciation et 

augmentent leur toxicité. Certains métaux ne peuvent être assimilés que sous des formes 

chimiques spécifiques, comme le cobalt qui peut être assimilé sous forme de cobalt organique 

par les diatomées. Le cobalt inorganique quant à lui peut être considéré comme étant moins 

biodisponible puisqu’il est moins accumulé par les diatomées. Dans ce cas, 80 % du cobalt 

inorganique se lie à la membrane plasmique des cellules et n’est pas métabolisé. De ce fait, 

cette forme chimique du cobalt n'est pas considérée comme un élément essentiel, car le cobalt 

n’est plus biodisponible (Nolan et al., 1992). Il n’existe pas de règle générale pour prédire les 

concentrations de métaux dans les organismes. Par exemple pour deux espèces de gastéropodes 

proches (Morula musiva et Thais luteostoma) provenant du même site de prélèvement, le 

cadmium est accumulé à la même concentration alors que dans la première espèce la 

concentration de zinc y est dix fois plus importante que dans la seconde. Les métaux peuvent 

être biomagnifiés (augmentation de la concentration) ou biodiminués (diminution de la 

concentration) le long de la chaîne trophique suivant leur spéciation, mais également l’efficacité 

de l’assimilation par les organismes vivants (Carvalho, 2018). Les concentrations en mercure 

peuvent par exemple être augmentées lorsque l’on passe à des niveaux trophiques supérieurs 

(biomagnification) alors que les concentrations de cadmium peuvent diminuer dans les niveaux 

trophiques supérieurs (biodiminution) (e.g. du phytoplancton au zooplancton, puis aux 

poissons) (Wang, 2002). Le zinc est un métal bioamplifié dans la chaîne trophique, c’est le 

deuxième métal de transition le plus abondant dans le vivant après le fer dans de nombreux 

organismes (végétaux et animaux). Le zinc est nécessaire aux processus biologiques étant un 

cofacteur important dans de nombreuses enzymes (plus de 200) jouant un rôle catalytique. On 

le retrouve notamment dans les métallothionéines et les hémocyanines qui sont particulièrement 

importantes chez les mollusques puisqu’elles interviennent dans la respiration. La 

concentration à partir de laquelle le zinc est toxique dépend de l’espèce considérée et de la 

disponibilité du métal dans l’organisme. Dans les crustacés décapodes, les mécanismes de 

détoxification du zinc ne permettent pas de le réguler efficacement. C’est également le cas pour 

de nombreux mollusques qui sont des accumulateurs nets de métaux toxiques, c’est-à-dire que 

le métal présent dans l’organisme est biodisponible. Cependant la relation entre la concentration 

totale de métal accumulé et la toxicité reste difficile à établir (Rainbow and Luoma, 2011). 

Certains métaux sont reconnus dans les organismes et peuvent être détoxifiés facilement. Le 
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cadmium par exemple est un métal détoxifié par des métallothionéines dans de nombreux 

organismes aquatiques (vertébré et invertébré). Dans les mollusques, le Cd est principalement 

localisé dans les tissus mous, d’abord stocké dans le foie puis transféré dans les reins, il y est 

absorbé par la présence des métallothionéines qui sont particulièrement importantes. La toxicité 

du Cd est globalement plus importante dans les poissons que dans les mollusques. En effet, les 

concentrations de cadmium provoquant la mort sont plus faibles dans les poissons. Par exemple, 

après une période d’exposition de 96h à une concentration de 2,4 mg.L-1 il induit une mortalité 

à 95 % chez une espèce de palourde (Surf Clam) alors que dans une espèce de poisson (Poecilia 

reticulate) seulement 0,17 mg.L-1 est nécessaire à la même mortalité (Nelson et al., 1988; 

Shuhaimi-Othman et al., 2015). La présence de phosphate dans l’environnement peut 

également faciliter l’accumulation du cadmium par les organismes (Roméo et al., 2000). La 

métabolisation d’un métal est un processus complexe dans les organismes vivants qui dépend 

notamment de la bioaccumulation, la détoxification et des mécanismes d’élimination 

(Triebskorn et al., 1997).  

Tableau 7. Facteur de concentration (CF) estimé dans plusieurs espèces marines.(IAEA, 

2004) 

Espèce 

Éléments 
Poisson Crustacé Mollusques a Macroalgue Zooplancton 

Na 1×100 7×10-2 3×10-1 5×10-1 1×100 

Cd 5×103 8×104 8×104 2×104 6×104 

Co 7×102 7×103 2×104 6×10-3 7×103 

Cs 1×102 5×101 6×101 5×101 4×101 

Pb 2×102 9×104 5×104 1×103 1×103 

U 1×100 1×101 3×101 1×102 3×101 

a (hors céphalopodes) 

Dans un rapport de l'AIEA (IAEA, 2004), une compilation de données issues de mesures 

effectuées par la communauté scientifique permet d'estimer les facteurs de concentration pour 

différents organismes marins (tels que mollusques, macroalgues, planctons) ce qui donne un 

ordre de grandeur des métaux bioaccumulés (Tableau 7).  
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Les différences entre les organismes peuvent s'expliquer par des mécanismes 

d'accumulation qui dépendent des espèces étudiées et de leurs caractéristiques physiologiques 

(Bustamante et al., 2002).  

Parmi les métaux, les radionucléides métalliques sont étudiés afin de comprendre les 

conséquences de leurs accumulations sur la santé des organismes marins, ainsi que sur la santé 

humaine lorsqu'ils entrent dans la chaîne alimentaire humaine. Un système d’information sur 

la radioactivité de l’environnement marin (MARIS) regroupe des résultats de mesures de la 

radioactivité dans l’eau de mer, le biote, les sédiments (“MARIS - Marine Radioactivity 

Information System,” n.d.). Ces données peuvent être utilisées pour évaluer la distribution et 

l’évolution des radionucléides dans l’environnement marin. Les radionucléides métalliques 

peuvent avoir une double toxicité, chimique et radiologique, ce qui renforce le besoin de 

comprendre leur devenir au contact d'organismes vivants. De nombreux radionucléides, tels 

que les actinides, ne sont pas des éléments essentiels dans les organismes vivants (e.g. uranium, 

plutonium, américium). Les interactions de ces radionucléides non essentiels avec les 

bioligands et les voies de métabolisation sont peu connues dans le biote marin. Le manque de 

données de spéciation ne permet pas actuellement de prédire avec précision la biodisponibilité 

d'un radionucléide une fois accumulé par un organisme ni sa toxicité. Des études réalisées grâce 

à des outils spectroscopiques tels que l'EXAFS, la SLRT ou avec l’aide de codes de 

modélisations de la spéciation géochimique peuvent permettre d'obtenir des modèles de 

spéciation suivant la composition du milieu (Moulin et al., 2005). Ces modèles calculent la 

répartition des espèces en fonction des paramètres du milieu, ce qui permet d’obtenir la 

répartition des ions libre, les complexes organiques, inorganiques et la répartition entre la forme 

soluble/insoluble (Figure 24).  
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3) Modèle d’étude, la moule : Mytilus  

a) Biologie : anatomie et physiologie 

L’espèce de moule utilisée dans ce travail est Mytilus galloprovincialis, également 

connue sous le nom de moule méditerranéenne, bien qu'elle soit présente dans plusieurs régions 

du monde (Figure 26).  

 

Figure 26. Principales localisations de M. galloprovincialis dans le monde  (Modifié 

d'après:Gosling, 2003) 

La moule M. galloprovincialis est considérée comme une espèce invasive et sa présence 

à certains endroits pose de nombreux problèmes, car elle remplace les populations de moules 

indigènes (Global Invasive Species Database, 2023). Cette moule appartient au genre Mytilus, 

de la classe des lamellibranches, également connus sous le nom de bivalves. Les bivalves ont 

une morphologie similaire et des organes semblables. L'anatomie de la moule est présentée 

Figure 27. 
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Figure 27. Anatomie générale d'une moule (M. galloprovincialis), vue ventrale après ouverture 

par coupe du muscle adducteur.V : ventral ;D : dorsal ; P : postérieur ; A : antérieur ©Romain 

Stefanelli 

Les bivalves possèdent une coquille qui leur sert de « squelette » pour les insertions 

musculaires, de moyen de protection contre les prédateurs et protège les tissus mous de 

l’extérieur. La coquille est composée de trois couches riches en carbonate de calcium qui 

s'agencent sous différentes formes (Gao et al., 2015). Ces couches sont sécrétées par le manteau 

ce qui permet la croissance de la coquille. Plusieurs caractéristiques de la coquille sont utilisées 

pour différencier les bivalves. La moule possède deux lobes identiques en taille reliés l'un à 

l'autre par un puissant muscle adducteur situé au niveau de la partie postérieure. Le manteau est 

attaché à la coquille au niveau de la partie dorsale et est ouvert sur la partie ventrale. Il recouvre 
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entièrement la partie interne de la coquille pour former la cavité palléale, constituée d'un siphon 

inhalant (partie ventrale) et d'un siphon exhalant (partie dorsale) qui permettent à l'eau de 

circuler à l'intérieur de la cavité. Les branchies lamellibranches sont reliées au manteau sur un 

axe dorsal. Elles ont deux fonctions essentielles : 

• La respiration : assurée par une surface importante riche en hémolymphe qui permet des 

échanges gazeux efficaces.  

• La nutrition : garantie par les cils présents sur la partie terminale des branchies qui 

participent au transport de la nourriture jusqu’à la bouche située sur la partie antérieure 

et surmontée par deux paires de palpes labiales assurant le tri pour une filtration en 

continu. 

La bouche se prolonge en œsophage, menant à l'intestin qui est connecté à la glande 

digestive, également appelé hépatopancréas/glande digestive (Eggermont et al., 2020). La 

glande digestive constitue le principal site de digestion intracellulaire et est reliée à l'estomac 

par des canaux ciliés. Les organes impliqués dans la digestion contiennent des protéines 

digestives et antioxydantes. 

Le pied est un organe musculaire qui permet une faible mobilité chez les moules, mais 

surtout la sécrétion de fils de byssus grâce à la glande byssogène leur permettant de s'ancrer 

dans leur environnement. À partir de cette glande, une tige se forme, servant de base pour 

attacher les fils de byssus. Un liquide protéique précurseur y est sécrété permettant de former 

un fil solide après autoassemblage et couplage croisé du collagène (Tanzer, 1973). Les fils de 

byssus sont principalement composés d'un cœur riche en fibres de collagène assemblé en triple 

hélice, assurant leur solidité et leur élasticité, et d'une cuticule protectrice à l'extérieur. Les fils 

de byssus peuvent atteindre quelques centimètres (2-4 cm) pour un diamètre compris entre 100 

et 300 μm, et la partie distale est pourvue d'une plaque riche en protéines adhésives (Figure 28) 

(Harrington et al., 2018). 
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Figure 28. Représentation schématique du byssus et des fonctions présentes dans la matrice et 

la cuticule.©Romain Stefanelli 

Le cœur fibreux possède deux régions qui se distinguent par leurs propriétés 

mécaniques. La partie proximale a une structure ondulée, une extensivité et une rigidité 

inférieures à la partie distale qui a une extensibilité de 100 %. La région distale est capable de 

retrouver son état initial après avoir subi des contraintes mécaniques grâce à des processus 

d’autoguérison spontanée. La famille de collagène présente dans le cœur fibreux est appelée 

préCols. Le domaine central, précol-NG (homogène), est composé d’une séquence [Gly-X-Y]n 

(X et Y étant souvent de la proline ou de l’hydroxyproline). 

Ce domaine de collagène est entouré de deux domaines de flanc dans sa partie terminale 

N- et C- nommée préCol-D (environ 97 kDa) et préCol-P (environ 95 kDa) (Qin et al., 1997). 

Ces deux domaines ont des régions terminales riches en histidine pouvant se lier au Zn2+ et au 

Cu2+. Le domaine préCol-D, [Gly-X1-X2]n[A]n (X1,2= n’importe quel acide aminé ;  

A= Alanine), (présent à l’extrémité distale) possède des séquences riches en polyalanines et 

glycine (60 mol %). Le domaine préCol-P ; [Gly-X1-X2]n (présent à l’extrémité proximale) est 

hydrophobe et assimilable à des protéines élastiques. La DOPA, 3,4-dihydroxyphénylalanine 

est issue de modifications post-traductionnelles de la tyrosine (Figure 29). Les complexes 
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métalliques impliquant la DOPA sont généralement simplifiés par un motif catéchol 

(Figure 28). 

 

Figure 29. 3,4-dihydroxyphénylalanine - DOPA 

Au niveau des domaines terminaux du collagène, son oxydation peut amener à la 

formation de liaisons covalentes. Ces liaisons sont réalisées par couplage aryle ou par réaction 

avec d’autres acides aminés via des additions de Michael, mais également des réactions avec 

des bases de Schiff. Ces couplages croisés ne sont rendus possibles que par l’oxydation 

spontanée de la DOPA sous sa forme quinone à l’intérieur de la matrice du byssus. D’autres 

interactions non covalentes de la DOPA telles que les liaisons hydrogène, la coordination 

métallique ou les interactions π-π participent aux propriétés adhésives des protéines du byssus 

(Bandara et al., 2013). La présence de formes oxydées de la DOPA (quinone ou semi-quinone) 

qui sont très réactives permet notamment la formation de fibres à partir du liquide protéique 

précurseur et leur maturation dans la matrice (Lee et al., 2006). 

Parmi les protéines du byssus, les protéines du pied de la moule (mfp) forment des 

polymères organiques. La Figure 30 schématise la répartition de ces protéines au niveau du 

byssus.  

Les mfp-1 sont les seules protéines de cette famille présentes au niveau de la cuticule. 

Leur présence dans la cuticule contribue à la résistance mécanique des fils, assurant ainsi leur 

dureté et leur rigidité. Cette protéine contient une quantité élevée de DOPA, pouvant atteindre 

jusqu'à 15 % mol, ce qui lui permet de former des complexes stables avec le Fe3+. En effet, la 

DOPA reste réduite dans la cuticule, ce qui lui confère la capacité à chélater des métaux. De 

plus, les complexes catecholato-Fe3+pourraient former des chaînes entre les protéines mfp-1 

grâce à des couplages croisés (Taylor et al., 1996). La coordination de la DOPA avec des 

métaux ioniques dans une protéine mfp-1 recombinante a également été explorée récemment. 

La formation de complexes avec le vanadium (V3+ et VO2-) est possible. Les complexes formés 
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avec du vanadium semblent avoir une plus grande stabilité que les complexes ferriques avec la 

tendance suivante : V3+ > VO4+ > Fe3+. Les conditions de formations de ces complexes tris-

DOPA-vanadium semblent également être adaptées avec les conditions de pH dans lesquelles 

le byssus est formé (Mesko et al., 2021).  

 

Figure 30. Schéma de la répartition des protéines mfp et les interactions impliquées dans le 

byssus.  (Modifié d'après:Chen and Zeng, 2022) 

La plaque est composée de plusieurs protéines (mfp-2,-3,-4,-5,-6) dont les propriétés 

adhésives sont induites par la présence de DOPA. Les protéines mfp-2 exclusivement présents 

au niveau de la plaque, sont localisées à la jonction entre la cuticule et la plaque ce qui permet 

une forte adhésion entre les deux structures. Les mfp-3, -5, -6, permettent à la plaque de s’ancrer 

à un support.  

Les fils de byssus et la plaque suscitent un intérêt croissant en raison de leurs propriétés 

mécaniques uniques. Les propriétés chimiques sont également intéressantes dans la mesure ou 

la composition des fils de byssus leur permet d’être insolubles dans l’eau, les détergents, les 

milieux dénaturants, les solvants organiques, les milieux acides dilués (Waite, 1992). 
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Les moules présentent une différenciation sexuelle, les gonades se développant à 

l'intérieur du manteau. Les gonades ont une couleur qui permet de distinguer les sexes : orangé 

pour les femelles et blanc crème pour les mâles. La fécondation est externe, les gamètes étant 

expulsés par le siphon exhalant. La maturité sexuelle intervient généralement vers la première 

année de vie, le cycle annuel sexuel comprenant quatre stades (Borcherding, 1991; Da Ros et 

al., 1985; Gosling, 2003): 

  Stade 1 : Ce stade se produit après une phase de ponte. Les gonades sont vides, 

les follicules sont en croissance augmentant leur taille, c’est une période de repos. 

 Stade 2 : Les gonades continuent leur croissance, les follicules se remplissent 

progressivement de gamètes (spermatozoïde ou ovocyte). 

 Stade 3 : Le développement des gonades se poursuit, elles deviennent plus 

épaisses et plus grandes. Les gamètes sont regroupés dans le lumen. 

 Stade 4 : Maturation /ponte. Les follicules ont leurs tailles maximales, les 

gamètes sont matures et prêts à être expulsés. Après la ponte, le tissu se gorge d’eau libre, les 

follicules sont plus ou moins occupés par des phagocytes suivant leur remplissage. Ensuite les 

follicules et se réorganisent en retournant au stade 1. 

La période de reproduction des moules s'étend de février à juillet et plusieurs 

événements peuvent déclencher la ponte. La température et la nourriture sont les principaux 

facteurs qui contrôlent la ponte (Fong et al., 1995; Irisarri et al., 2015). Ces mêmes paramètres 

influencent également le cycle sexuel, le retardant ou l'accélérant en fonction de la température. 

La gamétogenèse est un processus énergivore qui nécessite une quantité abondante de 

nourriture pour se dérouler correctement. 

Le cycle de vie de la moule comprend une phase embryonnaire, une phase larvaire et 

une métamorphose au cours de laquelle la larve se fixe sur un support et les organes futurs 

commencent à se former. Pendant la phase juvénile, les naissains ne sont pas encore matures 

sexuellement, la maturité sexuelle apparaissant plus tard avec l'apparition des gonades. Les 

moules continuent de croitre tout au long de leur vie et leur âge peut être estimé en comptant 

les stries présentes sur leur coquille. Sous des conditions optimales, la taille des moules de 
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l'espèce M. galloprovincialis peut atteindre 10-13 cmavec une durée de vie pouvant aller 

jusqu’à 40 ans (Hammond and Griffiths, 2004; Lutz, 1976). 

b) La biosurveillance en milieu marin, cas particulier des mollusques 

La surveillance du milieu marin regroupe un large éventail de recherches visant 

principalement à étudier l'impact des activités humaines sur ce milieu et sa biocénose. Les 

études sur des organismes sélectionnés vivants dans les océans occupent une place 

prépondérante dans les programmes de surveillance. Ces organismes sont des marqueurs pour 

détecter et quantifier les changements dans le milieu marin, tels que la présence de produits 

chimiques (e.g., métaux, pesticides), mais également l'acidification des océans ou les 

modifications de la température de l'eau. Le biote marin accumule de nombreux polluants 

connus pour leurs effets toxiques, cancérigènes ou étant des perturbateurs endocriniens tels que 

des métaux, des métalloïdes et des substances lipophiles persistantes. Ces organismes vivants 

peuvent également concentrer, c'est-à-dire bioaccumuler des substances ou contaminants qui 

ne sont pas nécessairement détectables dans l'environnement marin en raison de l'effet de 

dilution important. 

Parmi tous les organismes marins étudiés, certains sont définis comme des 

bioindicateurs pertinents pouvant être utilisés comme sentinelle environnementale, et sont 

définis par des critères spécifiques (“OSPAR,” 2018). Ces critères sont les suivants : 

• bioconcentrer les polluants dans l'eau de mer ; 

• être en abondance dans la zone étudiée ; 

• représenter la zone d'étude ; 

• accumuler des contaminants importants sans être significativement affecté par les 

concentrations de l'environnement marin ; 

• avoir une taille raisonnable et un comportement permettant des études en laboratoire  

• être facilement échantillonné avec des tissus en quantité suffisante pour des analyses 

chimiques, biochimiques et physiologiques. 
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Les invertébrés sont connus pour accumuler des concentrations importantes de métaux, 

notamment les mollusques qui sont remarquablement efficaces. Les moules sont des 

mollusques qui font l'objet d'une attention particulière ; elles sont largement étudiées dans des 

programmes de surveillance. La large utilisation des moules comme sentinelles s'explique par 

leurs caractéristiques biologiques et comportementales qui sont en accord avec la description 

de la commission OSPAR précédemment exposée. De nombreux pays utilisent cet organisme 

comme modèle dans leurs programmes de surveillance nationaux, et les données permettent de 

rendre compte des pollutions le long des côtes industrialisées (Farrington, John W. and Tripp, 

Bruce W., 1995; Kimbrough, K. L. et al., 2008).  

Les États-Unis ont été pionniers quant à l'utilisation de ces organismes comme sentinelle 

(Goldberg, 1975). Des programmes internationaux se concentrent sur des zones géographiques 

bien définies ainsi que sur certains contaminants, tel que le programme de surveillance des 

moules en Méditerranée (CIESM) (Thébault et al., 2008). Les données issues de ces 

programmes sont facilement accessibles et permettent une intercomparabilité des résultats. Les 

laboratoires participant aux mesures effectuent régulièrement des intercalibrations avec des 

matériaux de références. Chaque programme met en place des guides permettant d'uniformiser 

la collecte des échantillons.  

Dans le cadre de l’étude des radionucléides, deux types d'approches différentes peuvent 

être considérées par les radiobiologistes pour décrire leur l'accumulation dans les organismes 

vivants. La première approche permet d’analyser l'accumulation dans les espèces vivantes par 

prélèvement dans leur environnement naturel. Cette approche peut être assimilée à une 

surveillance du milieu marin, et plusieurs programmes participent à des campagnes dans des 

zones à risques (IAEA, 2010). Parmi ces zones, on peut citer les effluents des centrales 

nucléaires (ORANO, La Hague ; Sellafield Ltd, Sellafield), les anciennes zones d'essais 

nucléaires dans le Pacifique (Atoll de Bikini), les zones contaminées par les accidents de 

Tchernobyl et CNFD (IAEA, 2005). 

La deuxième approche est réalisée en laboratoire, avec des paramètres contrôlés. Il est 

important de noter que des différences peuvent exister entre les données environnementales et 

les données issues du laboratoire. Le plus souvent, les biais du laboratoire sont connus et font 

l'objet d'études approfondies pour comprendre leur influence. 
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L’analyse des contaminants présents dans les mollusques s'effectue principalement sur 

les tissus mous (sans la coquille), un grand nombre de métaux et de composés organiques 

peuvent être mesurés. Cependant les données ne permettent pas de rendre compte des 

différences de concentration possibles dans les organes (branchie, manteau, glande digestive). 

Le manque d'harmonisation des méthodes de surveillance est une limite à l’intercomparaison 

des données entre les programmes. Par exemple, les points de mesure à proximité d'activités 

humaines ne sont pas standardisés. Certains programmes analysent des moules natives d'une 

zone, d'autres immergent des nacelles contenant des moules dans les zones polluées avec des 

temps d'immersion variables, modifiant ainsi l'état d'équilibre. De nombreux autres paramètres 

peuvent faire varier les concentrations accumulées par les mollusques, tels que la période de 

reproduction, la saison, la salinité et l'âge des individus. De plus, la mesure d'un contaminant 

représente uniquement sa partie biodisponible pour les moules, ce qui offre une vision limitée 

des quantités présentes dans l'eau environnante. Malgré toutes ces difficultés, les programmes 

de surveillance demeurent le meilleur moyen de répondre à la forte demande concernant la 

compréhension et la définition de la répartition spatiale des pollutions d'origine humaine. 

c) Mécanisme général de l’accumulation des métaux dans les mollusques  

La spécification d'un métal, incluant sa valence et la nature de ses ligands (qu'ils soient 

libres ou formant des complexes), est essentielle pour déterminer son processus d'accumulation. 

La répartition subcellulaire des métaux est influencée à la fois par le type de métal et l'espèce 

de mollusques considérée. Nous l’avons dit, les mollusques sont des organismes filtreurs 

sédentaires d'une grande importance dans le milieu aquatique qui peuvent bioconcentrer des 

métaux. Grâce à leurs branchies, les moules peuvent filtrer de grands volumes d'eau dépassant 

les 7 L.h-1, ce qui les rend particulièrement efficaces pour l'accumulation de polluants soluble 

dans l'eau de mer, mais également de particules (Maire et al., 2007). Ce taux de pompage 

dépend de caractéristiques comme la taille de l'individu et la surface des branchies.  

La distribution des métaux dans les tissus des mollusques est essentielle pour 

comprendre les mécanismes d'accumulation, de transport, d'élimination, et pour obtenir des 

informations sur leur spéciation. Les données issues de techniques d'imagerie spectroscopique 

(e.g., microscopies ioniques, électroniques) sont indispensables pour comprendre ces processus 

en examinant la répartition des métaux au niveau cellulaire et organique. 
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Les mécanismes d'accumulation des métaux peuvent être dus à la diffusion passive 

depuis l'eau de mer (Hinkle et al., 1987), à l'accumulation active (Verbost et al., 1989), à la 

contamination des sédiments (Phelps, 1989) et à l'ingestion d'aliments. Les métaux peuvent être 

introduits dans le système digestif par la consommation de nourriture, puis être transportés vers 

d'autres organes. Les microalgues Isochrysis et Rhodomonas sont les principales sources de 

nourriture pour les moules (Fernández-Reiriz et al., 2015; Riisgård et al., 2013; Rouillon and 

Navarro, 2003). Selon la spéciation du métal, il peut être assimilé lors du passage dans l'intestin 

ou rapidement éliminé dans les fèces (Fisher et al., 1996; Wang et al., 1996). L'apport 

alimentaire joue un rôle crucial dans les processus d'assimilation des métaux, et la réduction de 

la disponibilité alimentaire entraîne la fermeture de la coquille et une diminution de l'activité 

de filtration pour réduire le métabolisme (Maire et al., 2007). 

Les données sur la répartition des métaux dans les cellules et organes des mollusques 

bivalves dans l’eau de mer à l’aide de microscopie ionique ou électronique sont limitées à 

quelques exemples et à quelques métaux. La présence de métal à l’échelle subcellulaire fournit 

des informations sur leur transport à travers les parois cellulaires, que ce soit par des 

mécanismes passifs (diffusion) ou actifs (en fonction de l'énergie) (Furness and Rainbow, 1990; 

Luoma, 1983).  

Par exemple le cadmium peut être accumulé dans les branchies par diffusion passive ou 

en traversant les canaux calciques (Roesijadi and Unger, 1993). Les ions métalliques peuvent 

traverser les membranes biologiques par l’intermédiaire de transporteurs qui facilitent leur 

internalisation.  

Les différentes formes métalliques suggèrent des mécanismes de détoxification 

spécifiques. En effet, une forme condensée peut impliquer un mécanisme induit par des 

lysosomes ou une excrétion. Sous sa forme soluble, un métal peut être complexé par des 

protéines (e.g, les métallothionéines) et être détoxifié dans l’organisme. Les métaux insolubles 

peuvent être internalisés par des mécanismes d'endocytose dans la glande digestive (George et 

al., 1975) et stockés dans des vacuoles cellulaires sous forme de granules. Cette réserve de 

métaux permet de les maintenir sous forme insoluble et de les excréter par exocytose (Brown, 

1982; Viarengo, 1989). La distribution de ces métaux dans les cellules dépend des 

caractéristiques des vacuoles (Hopkin, 1989). 
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Les fèces permettent aux mollusques d’éliminer les métaux non assimilés ainsi que les 

granules excrétés par la glande digestive (Viarengo and Nott, 1993; Wang and Fisher, 1997). 

Certains métaux semblent pouvoir être éliminés lors de la formation de la coquille et du byssus. 

Dans le byssus, la présence de métaux dans des concentrations importantes suggère qu’ils 

puissent participer à la détoxification. Dans la coquille, la présence de métaux pourrait résulter 

de phénomènes d’adsorption et d’accumulation médiés par le manteau.  

Le plasma sanguin participe aux transports de métaux tels que le Zn et le Cd entre les 

différents organes des mollusques bivalves (George and Pirie, 1980). Les cellules hémocytaires 

jouent un rôle essentiel dans le processus de transport des métaux contenus dans les fractions 

cytosoliques ou lysosomales. Bien que la composition du plasma sanguin soit riche en ligands 

(e.g., carbonate, phosphates) qui pourraient le rendre propice à la formation de complexes 

métalliques, il n’est pas un compartiment majoritaire du stockage des métaux (Robinson and 

Ryan, 1988).  

La glande digestive des mollusques est désignée comme le site principal d’accumulation 

et de stockage des métaux (e.g., Cu, Zn, Fe,...) et de radionucléides métalliques (e.g., 241Am, 

134Cs) (Metian et al., 2011; Miramand and Germain, 1986). La distribution subcellulaire dans 

la glande digestive du zinc dans deux espèces de palourdes indique une répartition différente. 

Dans Macoma balthica, le zinc est associé majoritairement aux débris cellulaires alors que chez 

Potamocorbula amurensis, il est majoritairement contenu dans les organelles (Wallace et al., 

2003; Wallace and Luoma, 2003). Cette différence de répartition peut être liée aux processus 

de détoxification qui régulent les métaux dans les cellules et dépendent de l’espèce. Dans la 

glande digestive, les métallothionéines assurant un rôle de détoxification sont capables de lier 

une grande variété de métaux (Amiard et al., 2006).  

Les métallothionéines sont des protéines non enzymatiques de poids moléculaires 

faibles (~ 10 kDa), solubles et thermostables (Kägi and Kojima, 1987; Webb, 1987). Les 

métallothionéines sont essentielles dans les invertébrés marins et ont un rôle important dans 

l’homéostasie des métaux essentiels et leur disponibilité. Ces protéines ubiquitaires ont la 

capacité de se lier à de nombreux métaux lourds grâce à la présence de cystéines et leurs 

fonctions thiols (-SH) (Binz and Kägi, 1999). Dans les moules, la glande digestive est l’organe 

qui est le plus pertinent pour analyser les métallothionéines et plus généralement dans les 
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mollusques bien que cette famille de protéines soit également produite dans les branchies 

(UNEP, 1999). La concentration de métallothionéines dans les tissus est comprise entre 

1-10 mg.g-1 (masse sèche) d’après des mesures réalisées sur des mollusques provenant de site 

non pollué (Bebianno and Machado, 1997; Langston and Bebianno, 1998; Rainglet, 1998). Ces 

protéines sont utilisées comme des biomarqueurs dans les études sur les contaminations 

métalliques. En effet, leurs concentrations augmentent en réponse à la présence de métaux, ce 

qui permet une tolérance accrue dans de nombreux cas. Les métaux lourds sont suspectés 

d’avoir une influence sur la régulation des gènes des métallothionéines qui sont contrôlés par 

un inhibiteur sensible au zinc (Palmiter, 1994). L’induction des métallothionéines semble 

dépendre de plusieurs facteurs (période d’exposition, dose, espèce, métal) qui ne sont pas 

totalement compris. Les métallothionéines participent également à la détoxification de métaux 

essentiels (lorsqu’ils sont en excès) et non essentiels. Les cellules digestives peuvent endocyter 

des formes métalliques insolubles à leurs surfaces (Marigómez et al., 2002). Une fois les métaux 

stockés dans le système endolysosomale, ils peuvent être éliminés de la cellule par exocytose 

dans des corps résiduels. La composition de ces corps résiduels dans les cellules digestives 

indique que plusieurs métaux qui y sont stockés (e.g., Cu, Cd, Fe), une fois extrudés de la 

cellule, ils peuvent être incorporés dans les fèces.  

Enfin la glande digestive participe au système de défense antioxydant à l’aide de 

molécules tel que le glutathion. L'influence de polluants tels que les métaux de transition sur 

les mollusques peut être quantifiée grâce aux biomarqueurs, parmi lesquels les biomarqueurs 

du stress oxydant (Viarengo, 1989). Ils reflètent un déséquilibre dans la capacité de l'organisme 

à réguler les espèces réactives de l'oxygène (ROS). L'augmentation des ROS entraîne différents 

types de dommages aux échelles tissulaires, cellulaires et subcellulaires. Pour contrer les ROS, 

plusieurs enzymes jouent un rôle dans le système de défense antioxydant. Parmi ces enzymes, 

on peut citer la superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion-S-transférase (Regoli et al., 

2004). 

Enfin et plus généralement, un large spectre de polluants est étudié et surveillé dans les 

moules, tels que les hydrocarbures aromatiques polycycliques (Kasiotis and Emmanouil, 2015), 

les nanoparticules (Rocha et al., 2015), et les polychlorobiphényles (Arnot and Gobas, 2006), 

pour n'en citer que quelques-uns. Depuis quelques années, des microplastiques sont également 

retrouvés dans les mollusques, montrant l'impact de la contamination anthropique du milieu 
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marin et les risques liés à la pollution de l'eau de mer (Sridhar et al., 2022). Actuellement, plus 

de 140 polluants prioritaires peuvent être recherchés lors de la surveillance des bivalves 

(Kimbrough, K. L. et al., 2008). 
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I. L’élément et le radionucléide 

Le cobalt est un élément de transition ayant un numéro atomique de Z = 27. 

Naturellement présent uniquement sous la forme de 59Co, sa configuration électronique est 

[Ar] 3d7 4s2. Dans les océans, sa concentration moyenne est de 60 ppt (Saito and Moffett, 2002). 

L'industrie chimique a un besoin croissant de cobalt, principalement dû à l’augmentation de la 

production de batteries qui représente 80 % de la consommation totale de cobalt en 2020. Le 

marché du cobalt a enregistré une croissance de 22 % en 2021 et cette tendance devrait se 

pérenniser en augmentant d’environ 13 % par année pour les cinq prochaines années (“Cobalt 

Institute,” 2021).  

Le cobalt possède de nombreux isotopes instables, avec un nombre de masse compris 

entre 47 et 75. La plupart ont une demi-vie inférieure à une seconde, seuls quatre ont une demi-

vie supérieure à un jour : le 56Co, le 57Co, le 58Co et le 60Co. Parmi eux, le 60Co a la plus longue 

durée de vie (5,27 ans) et une activité spécifique de 4,2×1013 Bq.g-1. Son origine est 

exclusivement anthropique, la production industrielle de 60Co est effectuée dans des réacteurs 

nucléaires par capture neutronique du cobalt stable. Dans les centrales, on retrouve également 

des radiocobalts dus à des phénomènes de corrosion-érosion de particules métalliques dans 

l’eau qui peuvent être activées lors de leurs passages dans le flux neutronique du réacteur. En 

2003, les émissions des radiocobalts représentaient 39 % de l'activité gamma totale rejetée par 

les centrales nucléaires électriques de France dans les effluents sous forme liquide (Le Guen 

and Ansoborlo, 2006). Le rejet annuel de 60Co sur le site de La Hague en 2022 représente 

129 GBq, bien en deçà de la limite fixée à 1 400 GBq. Le 60Co est produit pour des utilisations 

dans le domaine médical, industriel et de recherche. Sa désintégration donne du 60Ni par 

émission β- (0,31 MeV), puis par émission de rayons gamma à 1,17 MeV et 1,33 MeV 

(Figure 31). La présence de 60Co dans l'environnement est limitée par sa durée de vie 

relativement courte, cependant, sa présence autour des usines de retraitement du combustible 

nucléaire usé (La Hague et Sellafield) est bien documentée. 
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Figure 31. Simplification de la décroissance du 60Co en 60Ni. 

Deux degrés d'oxydation sont majoritaires pour le cobalt, le Co (II) et le Co (III). Le 

potentiel standard du couple Co/Co2+ est de -0,28 V et celui du couple Co2+/Co3+ est de 1,81 V. 

En solution aqueuse, le Co2+ est le plus stable et majoritaire. Le Co3+ est peu soluble dans l'eau 

(Ksp Co (OH)3 = 10-44,5) et nécessite la présence de molécules organiques chélatantes pour être 

observé en solution (e.g., la cobalamine) (Smith, 1976). Selon le principe de HSAB, le Co2+ est 

un acide ambigu c’est-à-dire qu’il peut réagir comme un acide mou ou dur selon les réactions. 

L'espèce (Co2+) en solution aqueuse jusqu'à pH 8 est un complexe aquo, [Co (H2O)6]
2+, noté 

Co2+
aq et adoptant une conformation octaédrique. Le Co3+ est considéré comme un acide dur et 

réagissant avec des bases dures (Pearson, 1997, 1963).  

Cependant, il est important de noter que le cobalt est fortement lié à des ligands dans 

l'eau douce, bien que la nature exacte des complexes formés ne soit pas toujours déterminée. 

Ces ligands peuvent donc impacter la spéciation du cobalt en solution (Albrecht, 2003). En 

effet, il existe des disparités importantes entre les données acquises à l’aide de code de 

simulation de spéciation et les données empiriques (Balistrieri et al., 1994; Qian et al., 1998). 

Dans l'eau de mer, la spéciation inorganique du cobalt peut être déterminée par des outils de 

modélisation et indique que les espèces Co2+ (45 %), CoCl+ et CoSO4
- sont majoritaires 

(Figure 32) (Collins and Kinsela, 2010; Ćosović et al., 1982; Mubiana and Blust, 2007). Les 
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ligands complexés au cobalt dans l’eau de mer ne sont pas bien caractérisés, leur origine 

pourrait venir en partie de cyanobactéries (Saito et al., 2005). 

 

Figure 32. Diagramme de spéciation du Co2+ dans l'eau de mer ([Co]=10-6M) simulé par le 

logiciel JCHESS. 

Dans les océans, la distribution du cobalt dissous varie en fonction de la profondeur. En 

effet, les eaux de surface ont tendance à avoir une concentration inférieure en cobalt dissous 

par rapport aux eaux profondes. Ce phénomène s’explique notamment par l’accumulation 

biologique du cobalt par des espèces planctoniques et de cyanobactéries qui produisent des 

ligands complexant le cobalt (Bown et al., 2011; Saito and Moffett, 2002). De plus, la 

concentration en cobalt inorganique est inversement proportionnelle à la concentration de 

ligands, ce qui concorde avec l’importance d’un contrôle biologique sur la spéciation du cobalt. 

La mesure des constantes de complexation conditionnelles de ces ligands avec le cobalt indique 

une forte stabilité des complexes formés (logKCoL’=15.6 à 16.8) (Ellwood et al., 2005). 

Concernant la partie insoluble du cobalt, l'espèce CoFe2O4 est considérée comme majoritaire 

dans les conditions compatibles avec l’eau de mer (Glasby and Schulz, 1999).  
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II. Le cobalt dans les processus biologiques 

1) Un métal essentiel 

Le cobalt est un métal important dans le vivant et fait partie des 24 métaux essentiels 

dans les systèmes biologiques. Il est nécessaire à l’activité des animaux, mais nécessite une 

forme particulière pour être assimilé, la cobalamine (vitamine B12). Elle fait partie des 

vitamines B qui regroupent huit vitamines hydrosolubles (B1, B2, B3, B5, B6, B7, B8, B9, B12). 

La vitamine B12 est constituée d’un atome cobalt central (acide cobyrique) complexé à un noyau 

corrinoïde tétrapyrrolique (Figure 33). Les ligands axiaux en position α (inférieur) et β 

(supérieur) de la cobalamine peuvent varier. On retrouve en effet différentes formes de 

cobalamines, la notation diffère suivant le ligand en position α :  

 5,6-dimethylbenzimidazole (DMB) : Cobalamine  

 Adénine : pseudo-cobalamine 

 

Figure 33. Structure moléculaire de la cyanocobalamine. (CNCbl-Vitamine B12) 

Les ligands en position β-axial peuvent être les suivants : 5’deoxyadenosine (Ado), -

CH3 (Me), -CN, -OH avec les nomenclatures respectives Adénosylcobalamine (AdoCbl), 
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Méthylcobalamine (MeCbl), Cyanocobalamine (CNCbl), Hydoxycobalamine (OHCbl). La 

OHCbl est la forme la plus stable, elle est principalement formée à partir de la MeCbl et 

l’AdoCbl qui sont sensibles aux rayonnements UVA (Juzeniene and Nizauskaite, 2013). Les 

formes CNCbl et OHCbl sont principalement utilisées comme suppléments, agent 

thérapeutique, préparation de milieu nutritifs dans la culture des microalgues qui sont 

auxotrophes à ce micronutriment pour la moitié d’entre eux (Croft et al., 2005). 

La CNCbl est une forme artificielle qui nécessite la présence de cyanure (CN-) dans le 

processus d’extraction. Cette forme (CNCbl) a une stabilité plus importante que les formes 

AdoCbl et MeCbl cependant seules ces dernières sont biochimiquement actives dans le corps 

humain (Taga and Walker, 2008). La cobalamine ne peut être synthétisée que par certains 

procaryotes dans l’environnement marin et nécessite plus de 30 gènes pour sa biosynthèse 

(Warren et al., 2002). Les algues ont besoin d’un apport en cobalamine pour synthétiser la 

méthionine synthase (Kazamia et al., 2012). Bien que les végétaux terrestres et mycètes n’aient 

pas besoin de vitamine B12 pour leur croissance, les algues semblent avoir perdu au cours de 

l’évolution le gène codant une forme de la méthionine synthase indépendante de la vitamine B12 

(Helliwell et al., 2011). Chez les animaux, l’apport de cobalamine provient de la fermentation 

bactérienne chez les herbivores et de la consommation d’herbivore chez les carnivores. 

Dans le milieu marin, la cobalamine ne représente qu'un millième du cobalt soluble 

(Nolan et al., 1992). Néanmoins, elle joue un rôle très important dans les processus 

d'assimilation du cobalt par les organismes vivants, comparé au Co2+. L'apport de vitamine B12 

par l'alimentation améliore son assimilation par rapport à la cobalamine en solution (Amiard-

Triquet and Amiard, 1975; Wang et al., 1996). Les processus d'assimilation du cobalt montrent 

également des différences lors de contaminations par des formes organiques et inorganiques, 

suggérant respectivement une distribution dans les branchies et dans les glandes digestives 

(Ueda et al., 1982).  

2) Toxicité et bioaccumulation 

La toxicité du cobalt dans le milieu marin est peu documentée et les études sur sa 

spéciation dans le biote marin sont encore plus limitées (Markich, 2002; Saili et al., 2021). Un 

grand nombre d'études ont permis d'élucider les mécanismes d'accumulation de certains métaux 
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à l'échelle cellulaire et tissulaire dans les mollusques. Cependant, ces données font défaut pour 

le cobalt qui n’a pas été cartographié dans les mollusques. Les travaux qui ont été effectués 

avec des organismes marins exposés à du cobalt portent essentiellement sur la mortalité, la 

quantification et la reproduction. La plupart des données et des méthodes ne sont pas assez 

robustes pour déterminer la toxicité du cobalt marin et comparer les études.  

Le lien entre la toxicité et la concentration d’exposition peut être mesuré par la CL50 

(Concentration Létale 50 %) qui désigne la concentration à laquelle 50 % des individus meurent 

ou par la CE (concentration efficace) qui indique le pourcentage de la population qui présente 

un effet pendant une période temporelle définie. Une étude comparative entre 10 espèces 

montre des différences de sensibilité au cobalt entre 1,23 ng.mL-1 (algue rouge, Durée 9 jours 

dont deux 2 jours d’exposition) et 31,8 g.mL-1 (Vairon à tête de mouton, Durée 28 jours ), la 

tolérance varie fortement en fonction de l’espèce étudiée (Saili et al., 2021). Le cobalt peut 

avoir un impact sur le développement embryonnaire avec une CL50 autour de 150 ng.mL-1 dans 

plusieurs espèces telles que les moules ou les oursins (Rulon, 1956; Saidov and Kosevich, 

2019). Le cobalt est un élément essentiel qui se trouve être toxique pour les animaux lorsqu’il 

n’est pas assimilé sous forme de cobalamine (Barceloux and Barceloux, 1999; Ménager et al., 

2009). 

Parmi les informations disponibles sur la quantification du cobalt marin, on retrouve des 

exemples dans des organismes tels que des phytoplanctons (e.g. Thalassiosira pseudonana), 

des mollusques (e.g. Patella, Mytilus) et des poissons (e.g. Terapon jarbua) (Olker et al., 2022). 

Des mollusques (Patella) et des algues (Fucus) ont été utilisés comme organismes sentinelles 

pour détecter les concentrations de cobalt stable près de La Hague. Les concentrations de cobalt 

stable accumulées chez les Patella dans leur environnement naturel varient entre 0,1-0,6 g.g-1 

(masse sèche) ce qui est comparable avec d’autres études réalisées sur cet organisme (0,4 g.g-1) 

(Segar et al., 1971); 0,24-1,56 g.g-1 (Bryan and Hummerstone, 1977); 0,2-1,6 g.g-1 (Bryan, 

1983; Miramand and Bentley, 1992). 

Les isotopes radioactifs du cobalt (57Co, 58Co et 60Co) ont toujours été étudiés pour 

comprendre leur devenir suite aux essais nucléaires et dans les effluents des centrales nucléaires 

(Radioactive Contamination of the Marine Environment, 1973). La mesure de ces radiocobalts 

dans les organismes vivants présente deux intérêts majeurs : permettre de comprendre le 
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transfert de cet élément dans les organismes marins et évaluer l'impact radiologique de la 

consommation de ces produits de la mer par l'Homme. Plusieurs études ont été menées sur les 

côtes du Nord Cotentin pour évaluer l'impact de l'usine de retraitement de La Hague, qui rejetait 

385 GBq de 60Co en 1999 (Rivasi, 2000). Le 60Co a ainsi été détecté dans des algues attribuables 

à l'activité des usines de retraitement des déchets (Gaudaire, 1999). Afin de comprendre l'impact 

des radiocobalts sur la santé humaine, des analyses sont menées chaque année près de l'usine 

de retraitement. L'état de l'eau de mer côtière et au large des usines de retraitement est surveillé 

grâce à plusieurs espèces marines (e.g., algues, coquillages, poissons) (OSPAR commission, 

2010). Des bivalves (Patella) ont été collectés dans des zones proches de l’usine de La Hague. 

La quantification du cobalt montre que la concentration accumulée fluctue en fonction de la 

saison, la température de l’eau est corrélée négativement à la concentration dans les mollusques 

(Boalch 1981, Miramand 1992). L’exposition de moules en laboratoire effectué par Moleiro et 

ses collaborateurs a montré qu’une augmentation de la température de l’eau de mer de 17°C à 

21°C n’induisait pas une augmentation significative (25,2 ± 7,9 à 33,9 ± 3,6 μg.g−1) de cobalt 

accumulé chez M. galloprovincialis.  

Dans les mollusques bivalves (M. galloprovincialis), les mesures dans les tissus mous 

ont révélé des concentrations de cobalt de quelques g.g-1 (2,05-2.54 g.g-1) (Szefer et al., 

2002). Ces données sont cohérentes avec la valeur de CF du cobalt recommandé dans les 

mollusques qui est estimé à 2×104 par l’AIEA (IAEA, 2004). Les résultats de plusieurs études 

s’accordent à dire que les tissus mous accumulant le plus de cobalt sont les branchies et la 

glande digestive (Ishii et al., 1986; Pentreath, 1973; Shimizu et al., 1971). Des extractions du 

cytosol des cellules de glandes digestives de moules indiquent une quantité importante de cobalt 

associée à des masses moléculaires faibles entre les métallothionéines (6,5 kDa) et la cystéine 

(<1 kDa) (Claudio Néstor Ferrarello et al., 2000a, 2000b).  

La détection de 60Co à des concentrations environnementales est rendue possible grâce 

à la spectrométrie gamma, qui présente une sensibilité importante, pouvant atteindre 

200 mBq.kg-1 (Renaud P., 2010). De plus, les radiotraceurs de cobalt (57Co, 58Co et 60Co) 

permettent de travailler avec des concentrations très faibles et de suivre facilement sa répartition 

dans les différents organes. Une étude comparative a permis de mettre en évidence des 

différences dans l'accumulation du cobalt en fonction de sa spéciation (Nolan et al., 1992). Des 

phytoplanctons (Dunaliella tertiolecta et Chaetoceros pseudocurviseturn) ont été exposés à du 
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60CoCl2 et à de la cobalamine (57Co), montrant l'importance de la spéciation dans les processus 

de bioaccumulation. Les facteurs de concentration sont supérieurs lorsque les phytoplanctons 

sont exposés à de la cobalamine (× 67). L'assimilation diffère en fonction de la forme du cobalt, 

avec une demi-vie biologique de quatorze jours suite à l'exposition à la cobalamine et de 

quatorze heures avec la forme inorganique (CoCl2). Des résultats similaires ont été obtenus 

avec l'exposition de poissons (Serranus scriba) qui accumulent la cobalamine radiomarquée 21 

fois plus rapidement que la forme inorganique. L'étude de la rétention du cobalt a permis de 

mettre en évidence deux cinétiques. La cobalamine est excrétée rapidement (66 %) avec une 

demi-vie biologique de huit jours, tandis qu'avec le CoCl2, la majorité (95 %) est éliminée après 

onze heures de contamination. Cette excrétion rapide montre la non-assimilation du cobalt 

inorganique par les poissons. Le cobalt assimilé présente un temps de demi-vie biologique 

similaire, indépendamment de sa spéciation (47 jours / 54 jours). Une autre étude menée sur 

des moules a aussi mis en évidence l'importance de la spéciation du cobalt dans son 

accumulation. Nishiwaki et ses collaborateurs ont exposé des moules à du 60CoCl2 et à du 57Co-

trisglycinate. Le facteur de concentration des moules exposés au 60CoCl2 est supérieur (×10) à 

celui du complexe organique (Nishiwaki et al., 1981). De plus, le temps de vie biologique est 

plus long lors de l'exposition au 60CoCl2, ce qui indique une meilleure assimilation du cobalt 

sous cette forme. 

Notre laboratoire a étudié la spéciation du cobalt afin d'expliquer les mécanismes de son 

accumulation chez un animal marin, l’oursin, Paracentrotus lividus (Reeves et al., 2022). Les 

études menées sur cette espèce suggèrent que le cobalt est associé à des toposomes, qui sont 

des protéines riches en fonctions carboxyliques et majoritaires chez Paracentrotus lividus. 
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III. Étude de l’accumulation du cobalt par les moules 

M. galloprovincialis 

1) Accumulation du cobalt à l’échelle des ultra-traces : 

contamination au 60Co 

Une première étape de l’étude de la contamination des moules par le cobalt a consisté à 

considérer des concentrations de métal environnementales, c’est-à-dire à l’échelle des ultra-

traces. Cette première approche qui ne permet pas d’étude spectroscopique permet néanmoins 

de faire le lien entre le milieu naturel et les études en laboratoire.  

Le Tableau 8 synthétise les conditions expérimentales de contamination. Le byssus, la 

glande digestive ainsi que les autres tissus mous (comprenant le pied, le manteau, les branchies 

et le corps viscéral) ont été soumis à une analyse par spectrométrie gamma en vue de quantifier 

l'accumulation de 60Co dans les moules. Dans le cadre de cette expérience, le nombre d'organes 

et d'individus a été limité afin de s'adapter aux contraintes temporelles associées aux analyses 

gamma (voir partie Matériels et méthodes). 

Tableau 8. Conditions expérimentales des contaminations pour la quantification du 60Co dans 

les moules. 

Provenance des moules Villefranche-sur-Mer 

Nombre de spécimens 15 

Volume  10 L 

Analyse organe Glande digestive, Tissus mous (incluant le 

pied, le manteau, les branchies et le corps 

viscéral), Byssus 

Concentration d’exposition  

60Co + entraîneur 59Co 

60Co : 95 Bq.L-1 (4×10-14 M) 

59Co : ~5×10-8 M 

Durée 12 jours (changement d’eau à J+5) 
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La contamination de l’eau de mer au 60Co à l’échelle des ultra-traces à une concentration 

de 95 Bq.L-1, (équivalant à 4×10-14 M) permet d’être en deçà de la concentration naturelle de 

cobalt dans l'eau de mer, qui se situe autour de 10-11M. Cependant la solution commerciale de 

60Co contient du 59Co (30g.g-1) qui est utilisé comme entraîneur pour stabiliser le 60Co. La 

concentration finale de cobalt dans l’aquarium est principalement due à l’entraîneur et 

correspond à 5×10-8 M. Il convient de noter que le 60Co a une durée de vie relativement courte 

(5,27 ans), ce qui rend sa présence dans l'eau de mer indétectable (Annexe Figure 92). La 

Figure 34 illustre l'accumulation du 60Co dans les différents organes des moules. Le byssus et 

la glande digestive s'avèrent être les compartiments qui accumulent la plus grande 

concentration de cobalt.  

 

Figure 34. Accumulation du 60Co dans différents organes de la moule après 12 jours 

d’exposition à 100 Bq.L-1. 

Les facteurs de concentration dans le byssus (x̅ = 2 707±439 ; n= 12), la glande 

digestive (x̅ = 775±261 ; n= 15) et les autres tissus mous (x̅ = 53±21 ; n= 13) semblent 

cohérents avec les tendances trouvées dans la littérature. Dans des expériences reportées par 
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Carvalho et ses collaborateurs avec également la moule M. galloprovincialis (exposé à du 60Co 

74 kBq.L-1) pendant 30 jours, un facteur de concentration de 2699 ± 441 a été mesuré dans le 

byssus, et de 170 ± 82 dans les viscères contenant probablement la glande digestive (Carvalho, 

1987). On remarque que le facteur de concentration dans le byssus est proche de la valeur que 

nous avons pu obtenir.  

 

Figure 35. Comparaison des facteurs de concentrations du cobalt dans la glande digestive 

(carré noir) de moule exposée à de l'eau de mer dopée au 58Co pendant 42 jours et dans les 

tissus mous (carré rouge) de moule exposée à de l’eau de mer dopée au 60Co pendant 30 jours. 

Le graphique est reproduit d’après les figures de Pentreath et de Carvalho  (Modifié 

d'après:Carvalho, 1987; Pentreath, 1973). 

De plus, l’étude de Carvalho et ses collaborateurs, représentée Figure 35 semble montrer 

une première phase d'accumulation rapide du cobalt jusqu'au 5ème jour, suivie d'une 

accumulation plus lente et d'une stabilisation de la courbe. Même après environ 30 jours 

d’exposition des moules, l’état d'équilibre n'est pas encore atteint. Dans le cas des éléments 

essentiels, les facteurs de concentration mesurés dans les tissus de moules après l’exposition à 
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des radionucléides sont toujours plus faibles que ceux de l'élément stable. En effet, la capacité 

d’échange entre le radionucléide et l’élément stable dépend notamment de la concentration dans 

l’eau de mer et de facteurs biologiques. Ce qui implique que l'état d'équilibre est rarement 

atteint lors de contaminations en laboratoire avec des radionucléides.  

 

De plus, le facteur de concentration recommandé par le TRS 2004 pour les mollusques 

est de 20 000. Cette valeur est calculée à partir de la concentration moyenne de cobalt dans les 

mollusques (0,25 mg.kg-1 de masse humide), en se basant sur des données relatives aux 

éléments stables provenant d'organismes prélevés dans des environnements non pollués. Les 

mollusques englobent un large éventail d'espèces, comprenant des gastéropodes, des 

organismes benthiques (épifaune et endofaune) tels que des bivalves. Par conséquent, les 

facteurs de concentration de notre étude doivent être comparés aux données des espèces 

étudiées les plus proches. Les facteurs de concentration issus d'expériences en laboratoire 

réalisées avec des organismes bivalves et des contaminations au 60Co présentent des valeurs 

comprises entre 101 et 103 (Carvalho, 1987; Gomez et al., 1987; Pentreath, 1973). 

Une autre étude menée avec M. eludis exposée au 58Co (37 kBq.L-1) pendant 42 jours a 

montré que la glande digestive accumule la plus grande quantité de cobalt, avec le facteur de 

concentration le plus élevé parmi les tissus mous analysés (Figure 35) (Pentreath, 1973). Les 

facteurs de concentration dans les autres organes sont similaires dans les deux études, malgré 

les différences de conditions expérimentales. Par exemple, le facteur de concentration reporté 

dans le manteau par Pentreath est de 27 et celui reporté par Carvalho est de 24.  

Dans notre cas, le facteur de concentration observé dans les tissus mous et la glande 

digestive est nettement inférieur à ceux disponibles dans la littérature. Cependant, les deux 

expériences mentionnées précédemment ont utilisé le poids humide des mollusques pour 

calculer les facteurs de concentration, tandis que nous utilisons le poids sec. Pour convertir du 

poids humide au poids sec, une approximation consiste à diviser le facteur de concentration par 

0,18 (IAEA, 2004). Mais l’absence d’information concernant les protocoles analytiques dans 

les études précédemment citées ne permet pas d’utiliser ce facteur de conversion avec 

confiance. La différence avec nos résultats a donc été attribuée en partie à la différence entre le 

poids humide et le poids sec. Contrairement aux tissus mous, le byssus étant une structure inerte, 
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il contient une plus faible proportion d’eau que les tissus mous. Dans les fils de byssus, la 

différence entre la masse humide et la masse sèche est relativement faible, ce qui explique que 

la valeur du facteur de concentration soit proche de celle obtenue dans la littérature (Ce travail 

x̅ = 2 707±439 ; n= 12 ; Carvalho 2 699±441 ; n= 5).  

2) Étude comparative de l’accumulation de cobalt stable chez les 

moules  

Afin de pouvoir réaliser des études spectroscopiques sur le cobalt dans les moules, des 

concentrations supérieures de plusieurs ordres de grandeur à celles utilisées dans le paragraphe 

précédemment doivent être considérées. Dans ce cas, le 59Co (stable) peut être utilisé afin de 

contaminer les moules. 

a) Accumulation des métaux chez les moules de différentes origines : cas 

de Villefranche-sur-Mer et la petite rade de Toulon  

L'accumulation du cobalt en fonction du site de prélèvement a été étudiée dans les 

moules provenant de Villefranche-sur-Mer et de la petite rade de Toulon. Les conditions 

d'exposition au cobalt sont résumées dans le Tableau 9 et la répartition des individus selon la 

taille est disponible dans la partie Matériels et méthodes (Figure 3). Chacune des deux cohortes 

de moules a été divisée en deux groupes distincts. Le premier groupe a été dédié à l'analyse du 

cobalt présent dans la moule entière, tandis que le second groupe a permis de quantifier la 

présence de cobalt dans différents organes (pied, manteau, glande digestive, corps viscéral, 

branchies). 
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Tableau 9. Conditions expérimentales des contaminations pour la quantification du cobalt 

dans les moules provenant de Villefranche-sur-Mer et la petite rade de Toulon. 

Provenance des moules Villefranche-sur-Mer Petite rade de Toulon 

Nombre de spécimens 45 45 

Volume (L) 12 12 

Répartition analyse moule 

entière/organe 
21/24 29/16 

Concentration d’exposition 
59Co (M) 

10-6 M 10-6 M 

Durée 
12 jours (changement d’eau 

à J+5) 

12 jours (changement d’eau 

à J+5) 

Alimentation T. Iso 104 

cellules/moules 
Tous les 3 jours Tous les 3 jours 

 

Dans un premier temps, à la fin de la période d'exposition de 12 jours, les moules ont 

été disséquées et les tissus mous quantifiés. Les données ont ensuite été traitées à l'aide d'une 

analyse de variance (ANOVA), suivie d'un test post-hoc de Schéffé (Annexe VI). L'analyse des 

moyennes entre les deux groupes révèle des différences significatives (F=77, p < 0.05), 

permettant de conclure qu'il y a une variation de l’accumulation dans les tissus en fonction de 

l'environnement d'origine des moules. Les moules provenant de la petite rade de Toulon 

(x̅ = 322 ± 47 ; n=29) présentent une accumulation plus élevée de cobalt dans les tissus 

mous que les moules de Villefranche-sur-Mer (x̅ = 74 ± 12 ; n= 21) (Figure 36). 

Nos données sont cohérentes avec celles disponibles dans la littérature en termes 

d'ordres de grandeur. Cependant, il convient de noter que les données provenant de la littérature 

sont difficiles à comparer entre elles, ainsi qu'avec les données résultant de nos propres 

contaminations. En effet, les choix d'espèces, les durées d'exposition, les concentrations, les 

modes de nutrition et les changements d'eau diffèrent, et certaines données méthodologiques de 

la littérature sont lacunaires (e.g., la concentration de contamination). 
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Figure 36. Facteur de concentration dans les moules entières (masse sèche) en fonction de 

leurs lieux de récolte (PRT : petite rade de Toulon ; VFM : Villefranche-sur-Mer) 

Dans un deuxième temps, une seconde cohorte des moules exposées au cobalt pendant 

12 jours a été disséquée et les organes séparés afin d’y quantifier la concentration de cobalt. 

Cette démarche a permis de déterminer dans quels organes le cobalt s'accumule, contribuant 

ainsi à une meilleure compréhension des mécanismes de bioaccumulation. Les facteurs de 

concentration observés dans les organes suivent une tendance relative similaire pour les moules 

de Villefranche-sur-Mer et de la petite rade de Toulon : la glande digestive > les branchies > 

le corps viscéral > le manteau > le pied. 

La Figure 37 compare les facteurs de concentrations obtenues dans les différents 

organes de moules exposées à de l’eau de mer dopée en cobalt en fonctions de leurs origines. 

Les données issues de la quantification des organes de chaque cohorte ont été analysées de 

manière indépendante à l'aide d'une analyse de variance (ANOVA), suivie d'un test post-hoc de 

Scheffé. Les résultats Figure 37 ont révélé une différence significative du facteur de 
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concentration dans la glande digestive par rapport aux autres organes, quelle que soit l'origine 

des moules (Villefranche-sur-Mer : F=80, p < 0,05 ; Toulon : F=68, p < 0,05). 

 

 

Figure 37. Facteur de concentration dans différents organes (masse sèche) de moules en 

fonction de leurs lieux de récolte. a) Moules provenant de Villefranche-sur-Mer, b,c) Moules 

provenant de la petite rade de Toulon. Sur c) l’échelle en ordonnée est dilatée. 

La même procédure a été appliquée pour comparer les organes entre les deux cohortes, 

mettant en évidence que le facteur de concentration de la glande digestive 

(x̅ = 1 247 ± 242 ; n= 16) est significativement plus élevé chez les moules provenant de la 

petite rade de Toulon que chez les moules provenant de Villefranche-sur-Mer 

(x̅ = 229 ± 32 ; n= 24). 
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Ces résultats pourraient s'expliquer par une adaptation des moules de la rade de Toulon, 

augmentant leurs capacités d’accumulation en présence de métaux lourds. En effet, ce site est 

reconnu pour ses concentrations élevées en métaux lourds (e.g., Hg, Pb) dans l'eau et les 

sédiments (Léo Démoulin, 2014). De nombreuses études ont montré l'adaptation des moules 

lors de leur transfert d'une zone non polluée à une zone polluée, notamment dans les zones 

portuaires qui contiennent divers polluants, tels que les métaux lourds, les PCB et les HAP. Les 

moules s'adaptent à leur environnement et peuvent augmenter certains biomarqueurs en réponse 

aux polluants (e.g., la glutathione S-transférase, les métallothionéines). Plusieurs métabolites 

sont d’ailleurs analysés en tant que biomarqueurs pour évaluer l'impact des polluants, tels que 

les dommages à l'ADN, les contaminations métalliques et le stress oxydatif. La présence 

prépondérante des métallothionéines dans la glande digestive est décrite dans de nombreuses 

études ainsi que leur rôle dans la détoxification des métaux. 

Dans le contexte de nos expériences, il est plausible que les différences observées dans 

les concentrations de cobalt présentes dans les glandes digestives des moules provenant de 

zones polluées et non polluées soient attribuables à une augmentation de la présence de 

protéines détoxifiantes ou permettant son stockage chez les moules provenant de la petite 

rade de Toulon. Ces moules pourraient contenir une concentration supérieure de protéines leur 

permettant de stocker une plus grande quantité de métaux par rapport aux moules de 

Villefranche-sur-Mer. Cette adaptation pourrait donc faciliter la mobilisation du cobalt en excès 

dans le milieu marin et renforcer leur tolérance. Pour étayer cette hypothèse, il serait nécessaire 

de réaliser une analyse protéomique notamment des métallothionéines sur les moules de 

Villefranche-sur-Mer et de la rade de Toulon. 
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b) Étude cinétique comparative de l’accumulation du cobalt chez les 

moules de Villefranche-sur-Mer 

Tableau 10. Conditions expérimentales des contaminations pour la quantification du cobalt 

dans les moules en fonction de la durée d’exposition : 12 jours et 60 jours. 

Provenance des moules Villefranche-sur-Mer Villefranche-sur-Mer 

Nombre de spécimens 45 46 (5 décès) 

Volume (L) 12 12 

Répartition analyse moule 

entière/organe 
21/24 13/28 

Concentration d’exposition 
59Co (M) 

10-6 M 10-6 M 

Durée 
12 jours (changement d’eau 

à J+5) 

60 jours (changement d’eau 

tous les 5 jours) 

Alimentation T. Iso 104 

cellules/moules 
Tous les 3 jours Tous les 3 jours 

 

Le temps d'exposition joue un rôle crucial dans l'accumulation des métaux par les 

moules. Une cohorte d'une expérience de 12 jours a été comparée à une expérience de 60 jours, 

toutes deux menées sur des moules de Villefranche-sur-Mer exposées à la même concentration 

de cobalt. Les paramètres d'exposition sont synthétisés dans le Tableau 10.  

La Figure 38 met en parallèle les facteurs de concentration dans différents organes (pied, 

manteau, glande digestive, corps viscéral, branchies) entre les deux cohortes de moules suivant 

la durée de l’exposition au cobalt. On peut observer une différence significative du facteur de 

concentration du cobalt dans la glande digestive qui est plus important dans la cohorte 

exposée au cobalt pendant 60 jours (x̅ = 4 512 ± 741 contre x̅ = 229 ± 32), cette différence 

étant mise en évidence par une analyse de variance (ANOVA) et un test post-hoc de Schéffé 

(voir partie Matériels et méthodes). Les autres organes ne montrent pas de variation 

significative du facteur de concentration en fonction du temps d’exposition. L'analyse de 
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l'écart type des mesures dans les branchies et le corps révèle une plus grande dispersion des 

valeurs dans les moules exposées pendant 60 jours (e.g., branchies σ=160) par rapport à celles 

exposées pendant 12 jours (e.g., branchies σ=51). L'hypothèse la plus probable pour expliquer 

cette plus grande dispersion des valeurs est la différence intrinsèque entre les individus, qui 

pourrait générer des réponses physiologiques différentes. Les valeurs des facteurs de 

concentration dans la glande digestive après 60 jours sont en accord avec celles relevées dans 

la littérature, comme discuté précédemment. L'augmentation du facteur de concentration dans 

les moules exposées pendant 60 jours peut être attribuée à la capacité de la glande digestive à 

séquestrer et accumuler le cobalt. Toutefois nos mesures ne permettent pas de conclure sur un 

état d’équilibre après 60 jours de contamination.  

Le facteur de concentration du cobalt dans le byssus après 60 jours de contamination 

s'élève à 7 173 ± 70. L'analyse du byssus des moules exposées pendant 12 jours n'a pu être 

menée à terme en raison de problèmes de mesure. 

La comparaison des moules entières exposées pendant 12 jours et 60 jours n'est pas 

incluse dans les résultats. Les données obtenues se sont révélées aberrantes par rapport à la 

tendance attendue et aux résultats généralement obtenus dans la littérature. En effet, les valeurs 

des moules contaminées pendant 60 jours sont globalement inférieures à celles des moules 

exposées pendant 12 jours. Lors de la préparation des échantillons de moules entières de la 

cohorte exposée 60 jours, des problèmes liés à la minéralisation ont entraîné la rupture des tubes 

de minéralisation et la perte des échantillons. C'est la raison pour laquelle les résultats ne sont 

pas cohérents et n’ont pas pu être répétés en raison de contraintes de temps. 
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3) Distribution subcellulaire du cobalt dans la glande digestive des 

moules exposées au cobalt  

Comme observé précédemment, la glande digestive semble jouer un rôle prépondérant 

dans l'accumulation du cobalt. Afin d'acquérir plus d'informations sur la distribution du cobalt 

dans cet organe, des expériences visant à séparer les compartiments subcellulaires ont été 

menées (voir partie Matériels et méthodes). Les résultats de ces études offrent un éclairage sur 

la manière dont les métaux sont traités à l'intérieur de la cellule. Les métaux peuvent être régulés 

ou détoxifiés grâce à des protéines comme la métallothionéine, ou encore par leur interaction 

avec des organites cibles sensibles (Simon et al., 2011; Wallace et al., 2003). Ces informations 

peuvent fournir des indications sur la toxicité d'un métal ou sur sa tolérance. Parmi les 

compartiments subcellulaires, l'association des protéines thermostables et des granules riches 

en métaux pourrait indiquer la présence de métaux séquestrés et une tolérance aux métaux. Les 

métaux présents dans ces fractions sont ainsi qualifiés de métaux détoxifiés biologiquement 

(MDB). Les conditions expérimentales sont détaillées dans le Tableau 11. 

Tableau 11. Conditions expérimentales des contaminations de moules au cobalt pour l’étude 

de la distribution subcellulaire du cobalt. 

Provenance des moules Villefranche-sur-Mer 

Nombre de spécimens 2 

Volume (L) 2 

Réplica  5 

Analyse organe Glande digestive 

Concentration d’exposition 59Co (M) 10-6 M 

Durée 12 jours (changement d’eau à J+5) 

 

La Figure 39 illustre la répartition du cobalt au sein des différents compartiments 

subcellulaires. La fraction associée aux métallothionéines est celle contenant la plus grande 

quantité de cobalt (42 ± 12 %). Les fractions subcellulaires peuvent également être regroupées 
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en fonction de leurs relations avec les métaux dans un contexte d'écotoxicologie. Les organites 

sensibles aux métaux comprennent les mitochondries, les lysosomes/microsomes et les 

enzymes cytosoliques, tandis que les fractions participant à la détoxification sont représentées 

par les granules résistants à la soude et les protéines thermostables, dont les métallothionéines 

font partie. 

 

Figure 39. Diagramme de l'accumulation de cobalt dans différents compartiments de la glande 

digestive de moules exposées à [Co]=10-6 M. 

Après 12 jours de contamination, le cobalt est principalement associé aux voies de 

détoxification cellulaires (granules résistants à la soude caustique et protéines thermostables), 

représentant 46 % de la quantité totale de cobalt. Les organites (mitochondries et 

lysosomes/microsomes) ne représentent que 20 % du cobalt dans les cellules. Cette approche 

révèle l'association du cobalt avec les voies de détoxification, ce qui pourrait refléter la toxicité 

intrinsèque du cobalt. La répartition du cobalt entre la fraction contenant les granules riches en 

métaux et les protéines thermostables met en lumière le mécanisme préférentiellement utilisé 

pour sa détoxification. En outre, la présence de cobalt associé à ces compartiments témoigne de 

la capacité de l'organisme à le détoxifier. 

La fraction contenant les débris cellulaires est complexe à interpréter en raison de sa 

nature hétérogène, englobant à la fois les membranes cytoplasmiques et nucléaires dans des 

proportions inconnues. De plus, cette fraction est difficile à classer en termes d'impact sur les 
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métaux, une interaction des métaux avec les membranes cellulaires pourrait induire une toxicité. 

L’interaction à des fractions moins sensibles à l'intérieur des débris cellulaires pourrait 

empêcher l’interaction avec les composants sensibles de la cellule (Lucu and Obersnel, 1996). 

De nombreuses études préfèrent donc ne pas prendre en compte cette fraction dans leur 

interprétation (Cain et al., 2004; Frelon et al., 2013). 

4) Conclusion 

Les deux expériences menées avec du cobalt stable et du 60Co conduisent à des 

conclusions similaires concernant les facteurs de concentration dans les moules. Les résultats 

obtenus dans les deux expériences montrent que ces derniers sont remarquablement similaires 

en ce qui concerne la glande digestive, ce qui met en évidence que l'exposition des moules à 

des concentrations environnementales ou pondérables n'a pas d'influence sur le facteur de 

concentration dans la glande digestive. 

De plus, la répartition du cobalt dans la glande digestive est en cohérence avec sa 

fonction de stockage et de détoxification des métaux. Les lysosomes des cellules digestives 

jouent un rôle dans la digestion intracellulaire des nutriments ainsi que dans la défense 

antioxydante, mais ils sont également impliqués dans la séquestration et la détoxification des 

métaux toxiques (Marigómez et al., 2002; Pagano et al., 2017). La glande digestive est riche en 

métallothionéines, une protéine qui joue un rôle dans la régulation et la détoxification des 

métaux traces, qu'ils soient essentiels ou non-essentiels. Et l'induction de métallothionéine est 

associée à la tolérance des organismes vis-à-vis des métaux (Ritterhoff and Zauke, 1997; 

Wallace and Lopez, 1997). 

Les moules provenant de la petite rade de Toulon évoluent dans un environnement où 

la concentration en métaux lourds est plus élevée que chez les moules de Villefranche-sur-Mer. 

Cette différence pourrait avoir induit une adaptation des moules de Toulon avec une 

augmentation de l'induction de métallothionéines dans la glande digestive. Cette augmentation 

de métallothionéines disponibles pourrait conférer une plus grande tolérance de ces moules aux 

métaux lourds dans leur milieu naturel et potentiellement influer sur la bioaccumulation du 

cobalt. Quantifier les concentrations de métallothionéines dans les moules des deux sites 
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permettrait de tester la validité de cette hypothèse et de mieux comprendre le rôle de ces 

dernières dans la bioaccumulation du cobalt. 

IV. Détection et localisation du cobalt dans la moule  

1) Étude de la distribution du cobalt par -XRF 

Les spécimens M. galloprovincialis ont été contaminés au laboratoire à différentes 

concentrations, comme indiqué dans le Tableau 12, et ensuite analysés en utilisant le 

rayonnement synchrotron après avoir été préparés conformément à la partie Matériels et 

méthodes. 

Lors d’expérience sur le vivant, la mortalité peut survenir lorsque la concentration 

d'exposition se rapproche de la concentration létale (CL50), qui représente la concentration à 

laquelle 50 % des individus meurent lors de l'exposition. Cependant, il est souvent difficile de 

trouver des valeurs de CL50 pour les mollusques en milieu marin. Par exemple, dans la base de 

données "ECOTOX" (Olker et al., 2022) qui recense des données sur les contaminants 

chimiques dans les organismes marins à l'échelle mondiale, une recherche avec des critères 

comprenant les mollusques, le cobalt et la CL50 ne permet pas d'obtenir de résultats pertinents. 

Il est courant d'utiliser des poissons dans de nombreuses études toxicologiques, bien que 

leur modèle d'étude soit différent du nôtre. Il est néanmoins intéressant d'avoir une idée 

approximative des valeurs de CL50 obtenues avec des organismes aquatiques. Les valeurs de 

CL50 peuvent varier de 470 µg.L-1 (~8×10-6 M) pour Oncorhynchus mykiss (exposition sur 

28 jours) à 1 875 mg.L-1 (~3×10-2 M) pour Poecilia reticulata (exposition sur 1 jour), en 

fonction de l'espèce et de la durée d'exposition. Ces valeurs illustrent la variation considérable 

de sensibilité des différentes espèces aux contaminants chimiques, y compris le cobalt. 

Il est important de noter que les CL50 peuvent varier en fonction des conditions 

environnementales, des espèces étudiées, de la durée d'exposition et de nombreux autres 

facteurs. Dans le contexte de notre étude avec M. galloprovincialis, l'utilisation de 

concentrations variées pour les contaminations permettra de mieux comprendre les réponses de 

ces mollusques au cobalt dans différentes conditions expérimentales. 
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Tableau 12. Conditions expérimentales des contaminations au cobalt des moules provenant 

de Villefranche-sur-Mer pour les imageries synchrotrons. 

Provenance des moules Villefranche-sur-Mer 

Nombre de spécimens  2 

Volume (L) 2 

Réplica  2 par concentration d’exposition 

Analyse organe Inclusion en résine 

Concentration d’exposition 59Co (M) 10-7 M - 10-6 M - 10-5 M - 10-4 M 

Durée 12 jours (changement d’eau à J+5) 

Note : Dans les aquariums contaminés avec 10-5 M de cobalt 3 individus sont décédés. 

 

En ce qui concerne nos expérimentations, il est plausible que la concentration de 

contamination de 10-4 M puisse provoquer le décès des individus. Aucune investigation n'a été 

entreprise pour déterminer la CL50 de M. galloprovincialis exposée au cobalt durant cette étude. 

Cette concentration de 10-4 M a été exclusivement utilisée dans le contexte des imageries 

synchrotron afin d'obtenir, au final, des concentrations plus élevées de cobalt au sein des 

organismes. L'exposition des individus à diverses concentrations pour les imageries 

synchrotron a été motivée par deux objectifs : 

 - Observer différentes intensités au niveau des organes cibles en fonction de la 

concentration d'exposition. 

 - Compenser les limites de détection des détecteurs et le faible retour 

d'expérience associé à l'analyse du cobalt dans des échantillons biologiques sur la ligne de 

lumière MARS. 

Bien que la relation entre le facteur de concentration et la concentration d'exposition ne 

soit pas strictement linéaire, on peut néanmoins anticiper l'obtention d'une concentration de 

cobalt dans les moules proportionnelle à la concentration d'exposition lorsque la saturation n’est 

pas atteinte. Dans le cadre de cette expérience, les mollusques ainsi que leurs organes n'ont pas 
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été soumis à une analyse par ICP-MS, étant donné que la procédure de préparation des 

échantillons en résine est de nature « destructive », ce qui rend impossible leur digestion pour 

la quantification en ICP-MS. 

Les analyses par fluorescence X ont été effectuées sur les coupes contenant à la fois les 

fils de byssus et la glande digestive. Des spectres XANES (spectroscopie d'absorption des 

rayons X près du seuil d'absorption) ont été obtenus au seuil K du cobalt à partir de ces 

différentes coupes, après avoir réalisé les images X correspondantes. Les zones choisies pour 

les analyses ont été sélectionnées de manière à confirmer la présence de cobalt à différents 

endroits spécifiques des échantillons. 

L'absence de signal de fluorescence X pour le cobalt dans la résine confirme la pureté 

de la résine utilisée et exclut la possibilité d'une diffusion du cobalt des échantillons vers la 

résine. La superposition des images optiques avec les images de fluorescence X permet de 

confirmer avec précision la localisation des zones analysées, et de montrer où le cobalt est 

accumulé dans les organes. De plus, les analyses -XRF permettent de coupler l’imagerie 

avec la spéciation directement sur les échantillons. À la suite de l’acquisition des cartographies 

de fluorescences X il est possible de récupérer les coordonnées (X ; Y) et de réaliser des spectres 

XAS à l’aide du microfaisceau de lumière. Le flux de photon du microfaisceau (29×25 m) est 

inférieur à celui du macrofaisceau (200×200 m) ce qui peut être limitant pour l’acquisition des 

spectres EXAFS, mais permet l’acquisition de spectres XANES sans difficulté. Ces analyses 

ont pour ambition de permettre une meilleure compréhension de la répartition spatiale et 

de la spéciation du cobalt dans les échantillons, en particulier dans les fils de byssus et la 

glande digestive.  

a) Byssus  

La Figure 40 est consacrée au byssus et compare les images optiques avec les images 

de fluorescence X correspondantes qui ont été obtenues au seuil K du cobalt (7 709 eV). 

Les cartographies du byssus mettent en évidence la présence de cobalt dans les fils 

ainsi qu'au niveau de la tige du byssus, quelle que soit la concentration d'exposition au cobalt 

(10-7 M, 10-6 M, 10-4 M). Étant donné qu'il n'est pas possible de normaliser l'intensité entre les 

différentes cartographies, la comparaison des images obtenues est purement qualitative. 
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L'observation des images semble indiquer tout de même une relation entre la concentration et 

l'intensité de la fluorescence X. Plus la concentration d'exposition est élevée, plus l'intensité de 

la fluorescence du cobalt dans les fils de byssus est importante.  

La taille de la sonde 29×25 μm ne permet pas d'obtenir davantage d'informations sur la 

localisation précise du cobalt entre la cuticule (2-5 μm d’épaisseur) et la matrice des fils. La 

résolution doit être inférieure à 2 μm pour distinguer les deux structures. Toutefois, compte tenu 

des paramètres d'acquisition et de préparation, on peut en déduire que le cobalt est réparti de 

manière homogène dans les fils et dans la tige du byssus. 

La Figure 41 compare les spectres XANES qui ont été obtenus à partir des fils et de la 

tige, les numéros des spectres XANES correspondent aux numéros présents sur la Figure 40. 

La référence de Co2+ aquo est préparé à l’aide de CoCl2 et permet d’avoir un échantillon de 

cobalt à un degré d’oxydation +II que l’on peut confronter à nos mesures. Tous les spectres 

XANES révèlent la présence de cobalt à un degré d'oxydation +II dans toutes les zones du 

byssus analysées. La comparaison des spectres XANES montre de manière indiscutable qu'ils 

sont identiques en tous points, tant au niveau des fils que de la tige. On peut observer une 

différence au niveau de la raie blanche, caractérisée par son élargissement sur les spectres 

expérimentaux par rapport à la raie blanche du spectre de référence de Co2+ aquo. Il est à noter 

que le rapport signal sur bruit est élevé (ε = 0,0014-0,258), seulement deux scans ont été 

effectués à chaque position. 
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Eau de mer dopée [Co]= 10-4 M 

Image optique Image de fluorescence X 

 
 

Eau de mer dopée [Co]= 10-6 M 

Image optique Image de fluorescence X 

  

Eau de mer dopée [Co]= 10-7 M 

Image optique Image de fluorescence X 

  

Figure 40. Comparaison des images optiques (barre d’échelle 1 mm) et des cartographies de 

la fluorescence X réalisée au seuil K du cobalt (Barre d’échelle 5 m) du byssus. Le rectangle 

noir présent sur les images optiques localise la zone analysée en fluorescence X. Les zones 

délimitées par les cercles en pointillé rouges sur les cartographies de fluorescence X indiquent 
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#4 
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la tige, le reste de l’image correspond au fils du byssus. Les étoiles noires sur les cartographies 

de fluorescence X montrent où ont été réalisés les spectres XANES au seuil K du cobalt. Les 

numéros associés correspondent aux spectres XANES Figure 41. Temps d’intégration 1s-5s par 

pixel. 

 

Figure 41. Comparaison des spectres XANES réalisés au seuil K du cobalt sur du byssus de 

moules exposées à différentes concentrations d’eau de mer dopée en cobalt. Les numéros des 

spectres sont associés aux numéros indiqués sur les cartographies de fluorescence X de la 

Figure 40. La « référence Co2+ aquo» a été réalisée avec une solution à 0,1 M de CoCl2. 

b) Glande digestive  

La Figure 42 compare les images optiques avec les cartographies de fluorescence X qui 

ont été acquises dans la glande digestive. Contrairement aux images que nous avons obtenues 

avec le byssus, les cartographies de fluorescence X ne permettent pas de visualiser des 

structures particulières dans la glande digestive. Les cartographies de fluorescence X à des 

concentrations de 10-6 M et 10-5 M de cobalt montrent une répartition homogène du cobalt 

dans la glande digestive. La Figure 43 compare les spectres XANES qui ont été réalisés à 

différentes positions sur deux glandes digestives issues de moules exposées à une concentration 

de 10-5 M de cobalt. Tous les spectres XANES obtenus à partir de cet organe montrent que le 
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cobalt est présent au degré d'oxydation +II. La comparaison de ces spectres XANES montre 

leur similitude, quelle que soit la zone analysée. Une observation notable concerne 

l'élargissement de la raie blanche sur les spectres expérimentaux par rapport à celle du spectre 

de référence du Co2+ aquo. 

Nous avons pu obtenir une cartographie en fluorescence X (image non fournie) d’un 

échantillon de moule exposée à une concentration de 10-7 M de cobalt. Cette cartographie a 

montré un contraste très faible (environ trois fois le bruit de fond) entre la zone correspondant 

à la glande digestive et la résine. Cependant ce résultat est en accord avec les cartographies 

obtenues à 10-6 M et 10-5 M qui indiquent que le cobalt est réparti de manière homogène dans 

la glande digestive. Rappelons que la concentration de cobalt dans les organes n'a pas pu être 

déterminée suite à ces expériences, car il n'est pas possible de récupérer les organes après leur 

inclusion dans la résine. Une estimation basée sur les facteurs de concentrations précédemment 

obtenues suggère que la concentration dans les organes à la suite d’une exposition des moules 

de cobalt à 10-7 M correspond à environ 1 μg.g-1 (μg de cobalt par gramme d'organe sec) dans 

la glande digestive ce qui est relativement faible pour réaliser des cartographies. Ces résultats 

suggèrent qu’à l’échelle de l’organe le cobalt présent dans la glande digestive ne subit pas 

de modification de son degré d’oxydation (+II) quelles que soient les conditions de 

contaminations. De plus, la distribution uniforme du cobalt est en accord avec la structure de la 

glande digestive, qui présente une homogénéité tissulaire. 
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Eau de mer dopée [Co]= 10-5 M 

Image optique Image de fluorescence X 

 

 

Eau de mer dopée [Co]= 10-6 M 

Image optique Image de fluorescence X 

 

 

Figure 42. Comparaison des images optiques (barre d’échelle 1 mm) et des cartographies de 

la fluorescence X réalisée au seuil K du cobalt (Barre d’échelle 5 m) de la glande digestive. 

Le rectangle noir présent sur les images optiques localise la zone analysée en fluorescence X. 

Les étoiles noires sur les cartographies de fluorescence X montrent où ont été réalisés les 

spectres XANES réalisés au seuil K du cobalt, les numéros associés correspondent aux spectres 

XANES de la Figure 43. Temps d’intégration 1 s par pixel. 
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Figure 43. Comparaison des spectres XANES réalisés au seuil K du cobalt sur la glande 

digestive de moules exposées à de l’eau de mer dopée en cobalt 10-5 M. Les numéros des 

spectres sont associés aux numéros indiqués sur les cartographies de fluorescence X. 

2) Étude de la distribution du cobalt par SIMS 

Des analyses SIMS ont été réalisées sur les moules exposées à une concentration de 

10-6 M de cobalt. Les conditions d'exposition des moules sont résumées dans Tableau 13. La 

résolution M/ΔM=4000 permet de distinguer différentes masses ioniques (par exemple, 

28Si30Si-59Co |M/ΔM|=3452). Bien que cette résolution permette la séparation des pics de masse 

de 29Si30Si et du 59Co, la proximité entre le pic du cobalt et le pic de l’interférence peut 

engendrer des difficultés d’analyse lorsqu’ils se chevauchent. Les interférences avec le silicium 

sont importantes en raison de l'utilisation d'un support en silicium pur qui est communément 

utilisé lors d’analyse SIMS. Un support en carbone a pu être utilisé pour s’affranchir des 

interférences. La calibration de la masse du cobalt (Annexe Figure 94) a permis d'isoler l'ion 

59Co+ et d'obtenir des données spécifiques au cobalt afin d’effectuer les images ioniques.  
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Tableau 13. Conditions expérimentales des contaminations au cobalt des moules provenant 

de Villefranche-sur-Mer pour les imageries SIMS cobalt. 

 

a) Byssus 

La Figure 44 présente les images ioniques obtenues à partir des échantillons de fils de 

byssus déposés sur des supports en silicium. Différents ions ont été utilisés pour obtenir des 

images afin de comprendre la répartition de certains éléments et d'identifier les structures 

présentes. Le sodium et le calcium ont été choisis en raison de leur importance en tant 

qu'éléments essentiels dans les organismes vivants, et leur présence permet de repérer 

facilement les structures. On peut observer que ces deux éléments sont présents à la fois dans 

la matrice et au niveau de la cuticule, avec une intensité plus élevée dans cette dernière. L’image 

ionique du 28Si montre sa répartition essentiellement dans la matrice des fils. L’intensité du 

signal est importante au niveau de la cuticule et peut s’expliquer par des trous entre l’échantillon 

et la résine. En effet, lors des inclusions en résine du byssus, cette dernière enrobe les fils sans 

pénétrer dans la matrice du byssus. Un espace peut se créer entre le fils et la résine lors des 

coupes expliquant la forte intensité. En ce qui concerne le fer, comme nous l'avons expliqué 

précédemment, sa présence est observée uniquement au niveau de la cuticule, ce qui est en 

accord avec d'autres études utilisant des images TEM-EDX et mettant en évidence la présence 

de DOPA capable de chélater le fer (Mesko et al., 2021). Le magnésium semble également 

suivre la même distribution que le fer, son rôle dans la structure du byssus n’est pas décrit, bien 

qu’il fasse partie des trois éléments les plus importants avec le fer et le calcium (Coombs and 

Provenance des moules Villefranche-sur-Mer 

Nombre de spécimens par aquarium 2 

Volume (L) 2 

Réplica  2 

Analyse organe Inclusion en résine 

Concentration d’exposition 59Co (M) 10-6 M 

Durée 12 jours (changement d’eau à J+5) 



Chapitre 3 - Le cobalt un métal essentiel 

128 

 

Keller, 1981). Nous pouvons qualitativement à travers l’observation des intensités montrer que 

la quantité du cobalt dans la cuticule est plus importante que dans la matrice. La 

superposition de l’image ionique du cobalt avec l’image ionique du calcium confirme une 

colocalisation au niveau de la cuticule. D’autres images ioniques sont fournies en Annexe 

Figure 94 montrant la répartition des éléments sur une zone plus réduite (20 × 20 m ; 10 pA).  

 

Figure 44. Images ioniques obtenues dans le byssus de moule exposée à de l’eau de mer dopée 

en 59Co. L’image ionique du 23Na permet de localiser la cuticule et la matrice (flèche blanche). 

Barre d’échelle 20 m. Paramètre d’acquisition : 250 × 250 m ; 500 pA. L’image de la zone 

analysée est obtenue par une caméra optique. Barre d’échelle 500 m. 

Selon Montroni et ses collaborateurs, la complexation du Co2+ à pH=7 suit une 

isotherme de Freundlich, ce qui indique la présence de sites de liaison hétérogènes avec une 

accumulation non linéaire du cobalt (Montroni et al., 2020). Cependant, l’accumulation du Co2+ 

peut également être modélisée par une isotherme de Langmuir, qui suppose l'existence de sites 

de liaison homogène et monocouche en surface. Les analyses en imagerie électronique montrent 

que l'augmentation de la concentration de cobalt impacte la morphologie de la surface du 

byssus. Nos résultats indiquent que le cobalt est à la fois distribué au niveau de la cuticule et 

dans la matrice du byssus ce qui implique différents sites de liaisons. On peut formuler deux 

hypothèses sur les sites de complexation au niveau du byssus, en se basant sur les travaux de 

Montroni, ainsi que sur les différences de répartition du cobalt entre la matrice et la cuticule 

que nous avons observé. 

@14 Byssus Ip500pA_rater250 
23Na 40Ca  28Si 24Mg 
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- Le cobalt au niveau de la cuticule pourrait être modélisé par une isotherme de 

Langmuir, ce qui implique l'existence de sites de liaison homogène et monocouche 

en surface. La présence de protéines riches en fonctions DOPA telles que mfp-1 est 

connue pour être abondante à la surface de la cuticule, ce qui est cohérent avec les 

prérequis de ce modèle. 

- La matrice et la cuticule pourraient contenir divers sites de liaison capables de 

complexer le cobalt. En effet, ces structures sont complexes et contiennent une 

grande variété de protéines chélatantes pouvant potentiellement lier le cobalt (mfp 

et domaines riches en histidine). 

b) Glande digestive  

La Figure 45 présente les images ioniques obtenues à partir des échantillons de la glande 

digestive déposés sur des supports en silicium. Les images ioniques du sodium et du calcium 

permettent de visualiser les structures histologiques, tandis que les images ioniques du cobalt 

permettent d'observer la répartition microscopique au sein de ces structures. 

Les images ioniques du 23Na et 40Ca qui sont présentées Figure 45 permettent de 

distinguer les structures tubulaires de la glande digestive, car ils constituent des éléments 

essentiels participant a des processus physiologiques. On peut remarquer que la distribution du 

56Fe et de 24Mg n’est pas associée à des structures particulières dans la glande digestive.  

Les images ioniques du cobalt, en revanche, permettent d’observer une distribution qui 

suit les limites des tubules. La superposition des images ioniques du cobalt et de calcium 

montre très nettement que le cobalt est associé aux cellules digestives des tubules.  

Les images ioniques disponibles Figure 46 correspondent à un agrandissement (×10) de 

la zone délimitée par le carré rouge sur la Figure 45. Ces images permettent d'observer la 

présence de cobalt associé à des structures à l’intérieur des tubules, présentant une répartition 

hétérogène. On remarque une colocalisation entre le calcium et le cobalt, qui est associé à des 

structures attribuables à des cellules. Cette hétérogénéité indique que certaines cellules ont la 

capacité de séquestrer le cobalt. De plus, l’image ionique du cobalt montre qu’il est peu 

présent dans la lumière et totalement absent de l'espace intertubulaire ce qui souligne la 
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séquestration du cobalt par les cellules digestives. D’autres images ioniques sont fournies en 

Annexe Figure 95. 

 

Figure 45. Images ioniques obtenues dans la glande digestive de moule exposée à de l’eau de 

mer dopée en 59Co. L’image ionique du 23Na et du 40Ca permet de localiser les structures 

subcellulaires. Le carré rouge sur les images ioniques du 23Na et 40Ca correspond à la zone 

analysée Figure 46. Barre d’échelle 20 m. Paramètre d’acquisition : 500 × 500 m ; 10 pA. 

L’image de la zone analysée est obtenue par une caméra optique. Barre d’échelle 500 m. 

 

Figure 46. Images ioniques obtenues dans la glande digestive de moule exposée à de l’eau de 

mer dopée en 59Co. L’image ionique du 23Na et du 40Ca permet de localiser les structures 

subcellulaires. Cette zone correspond à un agrandissement de la zone définie par un carré 

rouge dans la Figure 45. Barre d’échelle 5 m. Paramètre d’acquisition : 50 × 50 m ; 10 pA.  

La Figure 47 présente les images ioniques obtenues à partir d’échantillons de la glande 

digestive déposés sur un support en carbone, améliorant ainsi la qualité des images en éliminant 

les interférences liées au silicium et en augmentant notablement la netteté. Les images ioniques 
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du cobalt et du calcium ont été superposées à l'image histologique de la zone analysée, 

confirmant la présence de ces éléments au niveau des tubules. L'image ionique révèle la 

présence de cobalt sous forme d'amas, coïncidant avec les limites cellulaires des tubules, 

comme illustré sur l'image histologique.  

 

Figure 47. Images ioniques obtenues dans la glande digestive de moule exposée à de l’eau de 

mer dopée en 59Co. L’image ionique du 23Na et du 40Ca permet de localiser les structures 

subcellulaires de la glande digestive et superposition de l’image ionique du 40Ca et l’image 

ionique du 59Co. Barre d’échelle 20 m. Paramètre d’acquisition : 500 × 500 m ; 10 pA. 

Image optique de la glande digestive montrant la présence des tubules et superposition de 

l’image optique et de l’image ioniques du 40Ca et du 59Co. 

La distribution du cobalt dans l'échantillon analysé est surprenante, car on observe que 

la moitié gauche de l'image ionique ne présente pas de cobalt. Cette répartition n'est pas due à 

un problème d'acquisition, mais elle peut être attribuée à la coupe analysée. On remarque que 

la partie gauche ne forme pas de structures tubulaires, ce qui pourrait être dû à des dommages 

subis par l'échantillon lors de la préparation ou à une partie amorphe. 

À l'échelle cellulaire, l'ion sodium permet de distinguer les limites cellulaires et le 

cytoplasme, tandis que la présence de calcium est colocalisée avec le noyau. Les images 

ioniques et histologiques révèlent les caractéristiques principales de la glande digestive, avec la 

présence de structures tubulaires séparées par l'espace intertubulaire. La zone à l'intérieur de 
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ces tubules, délimitée par les cellules, est appelée la lumière ou le lumen. Ces tubules sont 

constitués de plusieurs cellules alignées formant un épithélium qui n'est épais que d'une seule 

couche cellulaire (Gibson, 1979). La Figure 48 schématise la structure d’un tubule qui est 

composé d’un épithélium simple columnaire et de quatre types cellulaires de bases : les cellules 

E, B, F et R (Franceschini-Vicentini et al., 2009). Les cellules-E sont de petites tailles et peuvent 

se différencier en cellules de types B, F et R. Les cellules-F sont caractérisées par un réticulum 

endoplasmique rugueux développé et une production de protéines et d’enzymes importante. Les 

cellules-B participent à la production d'enzymes digestives qui sont impliquées dans la 

digestion intracellulaire. Après le processus d'absorption des nutriments, elles sécrètent le 

contenu de leurs vacuoles dans la lumière tubulaire pour qu'il soit réabsorbé par les cellules-R.  

 

Figure 48. Schéma d'un tubule de la glande digestive avec les cellules F, B et R. (Modifié 

d’après :Johnson 1995 Handbook) 

L'hypothèse la plus plausible pour expliquer la localisation du cobalt dans la glande 

digestive est son assimilation par les cellules digestives. Cependant, malgré les images 

ioniques et optiques disponibles, il n'a pas été possible de déterminer de manière précise le type 

de cellules impliquées dans la séquestration du cobalt. Comme mentionné précédemment, les 

tubules hépatopancréatiques sont constitués de différents types de cellules alignées, et la 

distribution hétérogène du cobalt au sein de ces tubules suggère une possible implication d'un 

ou de plusieurs de ces types cellulaires. Ces cellules pourraient jouer un rôle dans 

l'accumulation du cobalt, que ce soit dans leur cytoplasme ou dans leur vacuole. Des 

investigations plus approfondies s’avèrent nécessaires pour identifier de manière plus précise 

les types cellulaires responsables de l'internalisation et de la séquestration du cobalt dans la 

glande digestive. 
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3) Analyse par microfaisceau d’ion du cobalt dans la moule par 

cartographie PIXE 

Les analyses PIXE ont été réalisées sur des moules contaminées avec du cobalt à 

1,7×10-5 M et 8,5×10-6 M pour être au-dessus de la limite de détection dans les échantillons 

(Tableau 14). 

Tableau 14. Conditions expérimentales des contaminations au cobalt des moules pour les 

cartographies PIXE. 

Provenance des moules Villefranche-sur-Mer 

Nombre de spécimens par aquarium 2 

Réplica  2 par concentration d’exposition 

Analyse organe Inclusion en résine 

Concentration d’exposition 59Co (M) 1,7×10-5 M – 8,5×10-6 M 

 (1000 ppb – 500 ppb) 

Durée 12 jours (changement d’eau à J+5) 

 

L'analyse des échantillons par PIXE permet d'obtenir un spectre de fluorescence X des 

éléments chimiques présents dans le milieu. Cependant, le traitement des données se heurte à 

une difficulté majeure : la proximité des raies Kα1 du cobalt (6 930 eV) et la Kβ1 du fer 

(7 059 eV), la résolution du détecteur ne permettant pas de les distinguer clairement 

(Figure 49). Malgré cela, la présence du cobalt et du fer peut être confirmée grâce à la raie Kβ1 

du cobalt (7 649 eV) et à la raie Kα1 du fer (6 405 eV) (bien que le rendement de la raie Kβ1 soit 

plus faible (8 %) que celui de la Kα (86 %)). L'observation des images de fluorescence X du 

cobalt offre des informations précieuses sur sa localisation dans les échantillons et permet de 

confronter ces données avec les images précédemment acquises. 
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a) Byssus  

La Figure 49 présente les résultats de fluorescence par PIXE de plusieurs éléments dans 

le byssus produit par des moules exposées à une concentration de 1,7×10-5 M de cobalt.  

 

Figure 49. Spectre de fluorescence X du byssus réalisé par microfaisceau d’ion. Les pics de 

fluorescence X du cobalt et du fer ont été identifiés par rapport à un échantillon contrôle.  

La fluorescence du brome a été utilisée pour repérer les échantillons, et l'on remarque 

sa présence au niveau de la cuticule des fils. La Figure 50 met en évidence une colocalisation 

du fer (Kα) et du cobalt (Kβ) au niveau de la cuticule. Ces observations permettent également 

de localiser une faible proportion du cobalt au sein de la matrice. Ces résultats confirment 

donc les observations obtenues grâce à l'analyse des images ioniques en SIMS, où la 

présence de cobalt a été détectée à la fois dans la cuticule et dans la matrice. Cependant, il 

est important de noter que la présence de cobalt dans la matrice n'est pas systématiquement 

détectée, ce qui pourrait être attribué à une limite de détection spécifique au cobalt dans les 

échantillons et aux conditions d'acquisition utilisées (voir partie Matériels et méthodes). 
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Figure 50. Cartographie de la fluorescence X par PIXE du byssus. Barre d’échelle 50 m. 

Les analyses effectuées sur les fils de byssus provenant de moules exposées à une 

concentration de 8,5×10-6 M de cobalt présentent des résultats difficilement interprétables, bien 

que les paramètres d'acquisition et de préparation des échantillons soient similaires à ceux des 

moules exposées à une concentration de 1,7×10-5 M de cobalt. Par conséquent, on pourrait 

s'attendre à obtenir des spectres de fluorescence X similaires pour des éléments tels que le 

brome, dont la présence ne devrait pas être influencée par l'ajout de cobalt. Cependant, il est 

apparu que l'intensité de fluorescence du brome dans ces échantillons, qui ont été exposés à une 

concentration de cobalt plus faible, est également plus faible. Cette différence a été observée 

sur l'ensemble des fils de byssus provenant des échantillons exposés à 8,5×10-6 M de cobalt. De 

manière similaire, le chlore est présent dans la résine et permet, lors de nos analyses, de vérifier 

l'inclusion des échantillons en détectant sa fluorescence sur les spectres (Annexe Figure 96). À 

plusieurs reprises lors de nos analyses μ-XRF et SIMS, nous avons observé que la résine utilisée 

pour les inclusions pénètre les tissus mous de la moule, mais ne pénètre pas les fils de byssus, 

comme en témoigne l’intensité plus faible de la fluorescence X du chlore au niveau de la matrice 

des fils (Figure 50). Cependant, les échantillons exposés à une concentration de 8,5×10-6 M de 

cobalt présentent une intensité de fluorescence du chlore plus élevée dans les fils, ce qui est 

surprenant et remarqué pour la première fois. À ce jour, aucune explication ne peut être fournie 

concernant le comportement de ces éléments dans les échantillons, en particulier en ce qui 

concerne les différences d'intensité observées et la présence de chlore dans les échantillons. Le 

protocole de préparation est similaire à celui utilisé pour les analyses SIMS. 

b) Glande digestive 

Des coupes de la glande digestive ont également été analysées, mais aucune structure 

particulière n'a été observée dans les images de fluorescence du brome ou du calcium dans les 

échantillons exposés à des concentrations de 1,7×10-5 M et 8,5×10-6 M de cobalt. L'observation 

Br Cl Fe-Kα Co-Kα Fe-Kβ Co-Kβ 
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des raies à basse énergie (comme le soufre et le phosphore) permet d'obtenir des images de la 

densité électronique des échantillons, révélant quelques structures similaires à celles visibles 

sur les images optiques. Cependant, les images de fluorescence du cobalt ne permettent pas de 

distinguer une accumulation localisée au sein d'une structure spécifique de la glande digestive 

(image non présentée). 

Ces résultats, qui nous semblent incohérents, pourraient être attribués à la dégradation 

prononcée de la résine lors des analyses. Cela a conduit à l'apparition de brûlures à la surface 

des échantillons, nous obligeant ainsi à réduire le temps d'acquisition (voir la section Matériels 

et méthodes). Pour optimiser ces analyses, l'utilisation d'échantillons préparés par la 

cryofixation pourrait considérablement améliorer les résultats en permettant des acquisitions 

plus longues (Muggiolu et al., 2018). De plus, cette méthode de préparation permettrait de figer 

les ions libres lors de la préparation, contrairement à l'inclusion en résine où les ions peuvent 

migrer plus facilement. Cependant, il est important de noter que la cryofixation est documentée 

principalement pour des cultures cellulaires, et son adaptation à des tissus biologiques 

nécessiterait une optimisation poussée que nous n’avons pas pu entreprendre.  

V. Étude de la spéciation du cobalt dans la moule par 

XAS 

L'étude de la spéciation par XAS au seuil K du cobalt dans M. galloprovincialis a été 

réalisée après la contamination des individus avec une concentration de [Co]= 10-5 M pendant 

12 jours, suivi du prélèvement de la glande digestive et d'une séparation sommaire permettant 

d'obtenir un culot et un surnageant (voir partie Matériels et méthodes). Le byssus a été 

contaminé ex vivo avec une concentration de cobalt identique pendant 12 jours. Ce choix 

de contamination pour le byssus a été fait en considération des résultats obtenus lors des 

expériences d'imagerie. Comme nous l'avons démontré, le cobalt est principalement associé à 

la cuticule du byssus. Bien que du cobalt ait été détecté au niveau de la matrice, une 

contamination ex vivo pourrait favoriser l'accumulation au niveau de la cuticule, qui semble être 

liée à des phénomènes de surface. La contamination ex vivo vise à éviter que les spectres 

intègrent le cobalt accumulé à la fois dans la cuticule et la matrice. Dans ce cas, les résultats 
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peuvent être interprétés comme reflétant une contribution majoritaire du cobalt associé à la 

cuticule. 

De plus, les fils de byssus sont très résistants aux traitements chimiques et aux 

contraintes mécaniques, ce qui rend l'homogénéisation des échantillons difficile. Le protocole 

d'homogénéisation mis en place pour le byssus a également engendré des problèmes lors de 

l'acquisition des spectres XANES. Ces problèmes se caractérisent par une augmentation 

soudaine du signal incident, pouvant être dus à des phénomènes de diffraction à la surface de 

l'échantillon. Le traitement des données brutes a permis de normaliser le signal en utilisant 

l'intensité initiale et l'intensité mesurée. Les spectres EXAFS/XANES ont été acquis au seuil K 

du cobalt (7 706 eV). Afin de minimiser les effets d'oxydoréduction sous faisceaux, les mesures 

ont été réalisées à basse température (-160°C) pour assurer la stabilité des acquisitions dans 

le temps (voir partie Matériels et méthodes). Plusieurs échantillons de référence ont été mesurés 

pour être comparés aux spectres XANES provenant des échantillons de moules contaminées 

(Figure 51). Le Tableau 15 permet de résumer les caractéristiques des références. 

Tableau 15. Caractéristiques des échantillons de référence. 

Nom 

CoF3 Co2+ aquo Cblox Cblred 

Fluorure de 

cobalt 

Chlorure de 

cobalt 

Cobalamine 

oxydée 

Cobalamine 

réduite 

Degré d’oxydation 

du Co 
+III +II +III +II 

Concentration  Solide 10 mM 5 mM 5 mM 

 

Les échantillons de CoF3 et Co2+ aquo permettent d’avoir les spectres de références avec 

différents degrés d’oxydation du cobalt. Le spectre de CoF3 est caractéristique de cobalt +III 

(7731 eV), on note cependant un phénomène d’autoabsorption (aplanissement de la raie 

blanche) due à l’utilisation du sel CoF3 qui n’a pas été dilué lors de la préparation des pastilles. 

Le Co2+ aquo a un spectre XANES typique du cobalt (+II) en solution (7 727 eV). Les 

références de cobalamine réduite (Cblred) et oxydée (Cblox) montrent l’impact du degré 
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d’oxydation du cobalt sur le spectre XANES, on peut également remarquer des changements 

au niveau du pré-seuil caractéristique des métaux de transitions. La présence d'un pré-seuil à 

7712 eV est caractéristique des métaux de transition dont la couche d n’est pas totalement 

remplie. La région du pré-seuil peut fournir des informations importantes sur les propriétés 

électroniques et la structure locale des atomes dans un environnement donné. En raison de la 

complexité de l'environnement considéré, le pré-seuil ne sera pas utilisé ici pour la spéciation 

du cobalt.  

 

Figure 51. Spectres XANES au seuil K du cobalt. Comparaison des spectres XANES a) des 

références de cobalt, b) des spectres expérimentaux correspondant au surnageant, au culot de 

la glande digestive et au fils de byssus. 

Les spectres XANES (Figure 51) indiquent la présence de Co (+II) dans les 

échantillons correspondant au surnageant, au culot et au byssus. L'analyse qualitative des 

spectres XANES des échantillons en les comparant avec les références de Cblred et Cblox montre 

que les profils ne sont pas identiques. Les spectres XANES du surnageant et du culot se 

superposent, tandis que le spectre du byssus présente des différences significatives. Le rapport 

signal sur bruit est plus faible dans l'échantillon correspondant au surnageant (ε= 0,027). Le 

bruit plus important dans la fraction du culot (ε= 0,040) s'explique par la proportion moins 

élevée de cobalt dans ce compartiment. En effet, comme précédemment observé, cette fraction 

correspond aux granules riches en métaux et aux débris cellulaires, qui représentent environ 30 

% du cobalt présent dans la glande digestive, tandis que le surnageant en contient 70 %. 
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Les ajustements des spectres EXAFS de la glande digestive et du byssus sont présentés 

Figure 52. Tout d’abord une approche qualitative montre des différences significatives des 

spectres au niveau des oscillations, ce qui reflète une différence sur l’environnement du cobalt. 

Nous détaillerons ci-dessous les modèles utilisés pour les ajustements des spectres de la glande 

digestive et du byssus. 

 

Figure 52. Spectres EXAFS expérimentaux de la glande digestive et du byssus (contamination 

ex vivo) au seuil K du cobalt. Courbe expérimentale (ligne continue), courbe ajustée (cercle). 
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a) Glande digestive  

La glande digestive a été ajustée en k² dans l’espace R entre 1,2 et 5 Å après 

transformation de Fourier en utilisant une fenêtre de Hanning dans l’intervalle k (2,4-11,2 Å-1). 

Nous avons réalisé cet ajustement de la glande digestive en utilisant le complexe 

[Zn (Cys)2]Na2 comme modèle dans lequel nous avons remplacé l’atome de zinc (Z=30) par 

un atome de cobalt (Z=27) dans le fichier Feff (Bell and Sheldrick, 1984). Ce modèle permet 

de refléter les nombreuses cystéines présentes dans les métallothionéines et participe à la 

formation de sites de complexation impliqués dans la chélation des métaux lourds. Les 

paramètres d'ajustement sont présentés dans le Tableau 16.  

Tableau 16. Paramètres structurels obtenus à partir de l'ajustement des données EXAFS dans 

la glande digestive. 

Échantillon Première couche : N Première couche : S Deuxième couche : C 
Paramètre 

d’ajustement 

Glande 

digestive 

3 (1) N à 2,09 (5) Å 

σ²=0,003 Å² 

3 (1) S à 2,38 (9) Å 

σ²=0,025 Å² 

3 (1) C à 2,86 (30) Å 

3 (1) C à 3,04 (15) Å 

σ²=0,0005 Å² 

S0²= 1,0 

e0= -3,16 eV 

Facteur R = 2 % 

 

La transformée de Fourier du spectre résultant de l’ajustement est également fournie 

dans la Figure 52. La première sphère de coordination inclut les chemins de diffusion du soufre 

et de l'azote. La deuxième sphère de coordination comprend les chemins de diffusion des 

atomes de carbone. Lors de l'ajustement, les deux chemins de diffusion simples issus des atomes 

de carbone en position α par rapport au soufre et à l'azote, ainsi que les deux chemins de 

diffusion triples issus des liaisons Co-N-C et Co-S-C, présentent le même facteur de Debye-

Waller (σ²).  

Lors de l'ajustement, nous avons obtenu 6 atomes dans la sphère de coordination du 

cobalt ce qui se conforte la présence d'une symétrie octaédrique. L'ajustement avec le même 

nombre de soufres(S) et d'azotes(N) a significativement amélioré la qualité des données. Nous 

avons testé plusieurs rapports S/N, bien que cela ait toujours entraîné une diminution de la 

qualité de l'ajustement. 
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Figure 53. a) Module de la transformée de Fourier, et b) partie imaginaire de la transformé de 

Fourier en k2χ (k) de la glande digestive. Courbe expérimentale (ligne continue), courbe ajustée 

(cercle). 

Les valeurs obtenues par l'ajustement des spectres EXAFS montrent que la première 

sphère de coordination est constituée de 3 (1) atomes de soufre à une distance moyenne de 2,38 

(9) Å et de 3 (1) atomes d’azote à une distance moyenne de 2,09 (5) Å. La deuxième sphère de 

coordination est constituée de 3 (1) atomes de carbone à une distance moyenne de 3,04 (15) Å 

et de 3 (1) atomes de carbone à une distance moyenne de 2,86 (30) Å lié respectivement à 

l’azote et au soufre. Les ajustements suggèrent la coordination de trois cystéines avec le 

Co (+II). De plus, les données montrent que la présence de six atomes dans la première sphère 

de coordination du cobalt est indispensable pour obtenir des paramètres réalistes et suggèrent 

une géométrie octaédrique.  

Cependant, en EXAFS, il est très difficile de distinguer l'azote de l'oxygène, et nous ne 

pouvons donc pas exclure la présence d'oxygène. Il n'existe pas de données cristallographiques 

correspondant à des complexes Co (+II)-cystéine pour comparer nos résultats. Il est plausible 

qu’un complexe de cobalt puisse impliquer des fonctions thiols dans la glande digestive. En 

effet, les métallothionéines sont présentes en grandes quantités dans cet organe et permettent la 

complexation des métaux grâce à leurs sites de complexation riche en cystéines. Il est très peu 

probable que le cobalt soit complexé de manière bidente par les cystéines dans la glande 

digestive, le groupe amine est impliqué dans la liaison peptidique.  
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b) Byssus 

Le signal EXAFS a été ajusté en k² dans l'espace R entre 1 et 5 Å après transformation 

de Fourier en utilisant une fenêtre de Hanning dans l'intervalle k (2,4-10 Å⁻¹) pour le byssus. 

L'ajustement du spectre EXAFS a été réalisé en utilisant la structure du complexe 

tris(pyrocatecholato)ferrate comme modèle, [Fe (C6H4O2)3], dans lequel nous avons remplacé 

l’atome de fer (Z=26) par un atome de cobalt (Z=27) dans le fichier Feff (Anderson et al., 

1982).La présence de cobalt au niveau de la cuticule pourrait être due à sa complexation par les 

protéines mfp-1 riche en DOPA. Ce modèle Co-catéchol permet donc de mimer le site de 

complexation des protéines mfp-1 et de le confronter avec les données expérimentales. 

 

Figure 54. Structure du complexe modèle pyrocatechol-cobalt. Les atomes d’hydrogène ont été 

omis pour plus de clarté. 

Les résultats obtenus à la suite des imageries SIMS nous ont permis de comprendre que 

le cobalt était associé au niveau de la cuticule des fils de byssus, nous fournissant des 

informations essentielles sur sa spéciation. Les protéines présentes au niveau de la cuticule sont 

connues pour complexer des métaux tels que le fer et le vanadium (Mesko et al., 2021). Ces 

protéines, appelées mfp-1, sont uniquement présentes au niveau de la cuticule et sont 

riches en DOPA.  
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Tableau 17. Paramètres structurels obtenus à partir de l'ajustement des données EXAFS du 

byssus. 

Échantillon Première couche : Oxygène Deuxième couche : Carbone 
Paramètre 

d’ajustement 

Fils de byssus 
6 (1) O à 2,05 (1) Å 

σ²=0,014 Å² 

6 (1) C à 2,93 (9) Å 

σ²=0,022 Å² 

S0²= 1,0 

e0= 0,78 eV 

Facteur R = 3 % 

Les paramètres d’ajustement sont décrits dans le Tableau 17 et l’ajustement est présenté 

à la Figure 55. Les données EXAFS de l’ajustement sont satisfaisantes avec un facteur R 

de 3%. La première sphère de coordination est composée de 6 (1) atomes d'oxygène à une 

distance moyenne de 2,05 (1) Å. La deuxième sphère est composée de 6 (1) d’atomes de 

carbone à une distance moyenne de 2,93 (9) Å. Deux chemins de diffusions multiples Co-O-C 

et Co-C-C ont été ajoutés et améliorent sensiblement la qualité de l’ajustement. Nous avons 

comparé la distance Co-O obtenue à partir de nos données avec celles de la littérature, en 

utilisant un complexe similaire impliquant des quinones, montrant des distances similaires 

comprises entre 2,028 et 2,196 Å. (Ribeiro et al., 2013).  

 

Figure 55. a) Module de la transformée de Fourier, et b) partie imaginaire de la transformé de 

Fourier en k2χ (k) du byssus. Courbe expérimentale (ligne continue), courbe ajustée (cercle). 

On remarque toutefois que l’ajustement ne parvient pas à reproduire parfaitement le 

spectre expérimental. Les 6 oxygènes situés autour du cobalt semblent suggérer une géométrie 

octaédrique. En considérant le spectre XANES du byssus, on observe un pré-seuil de faible 
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intensité qui résulte d’une transition 1s→3d. Cette transition peut suggérer une symétrie 

octaédrique ou pseudo-octaédrique (Sano, 1988; Westre et al., 1997). Le cobalt (+II) peut avoir 

une géométrie octaédrique bas spin avec une configuration électronique t6
2g e

1
g impliquant une 

occupation asymétrique de l’orbitale eg, permettant une distorsion Jahn-Teller. Les distances 

moyennes que nous avons obtenues en EXAFS ne peuvent pas prendre en compte une distorsion 

de la géométrie octaédrique. Il est plausible que le complexe de cobalt dans le byssus soit 

asymétrique, ce qui pourrait expliquer les différences entre l’ajustement et le spectre 

expérimental. De plus, nous pouvons émettre l'hypothèse qu'en fonction flexibilité des DOPA 

impliquées dans le site de complexation métallique, elles pourraient influencer la géométrie de 

coordination. 

VI. Les métallothionéines un candidat de choix pour la 

détoxification des métaux : Purification et 

complexation de la protéine 

La purification des protéines issues de la glande digestive constitue une étape cruciale 

pour mieux comprendre la spéciation du cobalt dans M. galloprovincialis. Les 

métallothionéines sont des protéines privilégiées lors de l'étude des interactions entre les 

métaux et les mollusques. En raison de leur rôle dans le stockage et la détoxification des métaux, 

ces protéines sont pertinentes à étudier sous l'angle de la spéciation (Amiard et al., 2006; 

Rodriguez-cea et al., 2006; Rogival et al., 2007). Leur présence dans la glande digestive en fait 

un organe clé pour les processus liés au traitement des métaux (Geret and Cosson, 2000; 

Ivanković et al., 2005). L'extraction des protéines de la glande digestive peut être une procédure 

complexe nécessitant plusieurs étapes et pouvant rencontrer des difficultés pour obtenir une 

protéine purifiée. Les nombreuses cystéines présentes dans les métallothionéines permettent de 

chélater les métaux de transition (comme Zn2+ et Cu2+). 

Les résultats présentés dans cette partie font partie d'un travail prospectif visant à 

comprendre l'interaction du matériel protéique de la glande digestive, en particulier les 

métallothionéines, avec les radionucléides. Ce travail pourrait être poursuivi ultérieurement 

dans le cadre du projet ESPERAME (Etude de la SPEciation des RAdionucléides dans l’eau 

de MEr) avec le CEA. Une méthode de purification développée par Honda en 2005 exploite le 
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pouvoir chélatant des métallothionéines pour les purifier à l'aide d'une chromatographie 

d'affinité chélatante des métaux (voir partie Matériels et méthodes).  

La quantification des protéines a été réalisée à l'aide de la méthode de Bradford (voir 

partie Matériels et méthodes). La concentration en protéines dans la glande digestive avant la 

purification était de 29,3 mg.g-1 (mg de protéines par g de glande digestive humide). Après la 

purification par chromatographie d'affinité, les fractions obtenues ont été quantifiées, les 

résultats sont résumés dans le Tableau 18.  

Tableau 18. Concentration des protéines dans les différentes fractions d’élution de la 

chromatographie d’affinité. LD : limite de détection (0,1 mg.g-1) 

n° fraction  Concentration protéine (mg.g-1) 

1 LD 

2 20,8 

3 4,1 

4 2 

5 1,8 

6 0,6 

7 LD 

8 LD 

9-10 LD 

 

Les fractions ont été soumises à une analyse par SDS-PAGE dans des conditions 

réductrices, telles que décrites dans la section "Matériels et méthodes ". La Figure 56 montre la 

séparation des protéines sur un gel après l'électrophorèse. Le SDS-PAGE a permis de mettre en 

évidence la présence significative de protéines dans les fractions 2 à 4, ce qui correspond aux 

résultats obtenus lors des analyses par la méthode de Bradford. En se basant sur le poids 

moléculaire des métallothionéines, qui est d'environ 6,5 kDa, il est possible d'estimer leur 
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position sur les gels. De plus, cette observation souligne que les fractions 3, 4, 5, 6 et 7 ont été 

partiellement purifiées à partir de la glande digestive. 

 

Figure 56. Purification par chromatographie d'affinité. Les différentes fractions éluées ont été 

séparées par SDS-PAGE. La flèche indique la région dans laquelle les métallothionéines 

migrent. 

Cependant, l'une des difficultés de ces expériences réside dans la quantité de matière 

disponible pour réaliser les quantifications et les gels d'électrophorèse. Plusieurs autres 

chromatographies d'affinité ont été utilisées pour quantifier les protéines dans les fractions où 

les protéines ne sont pas visibles. Les fractions (1, 8, 9, 10) ne peuvent pas être quantifiées 

directement par la méthode de Bradford, on ne peut donc pas conclure entre l’absence de 

protéines ou une concentration de protéines inférieure à la limite de détection d’environ 

0,1 mg.mL-1. Ces fractions de concentrations inconnues ont été concentrées à l'aide d'un filtre 

à centrifuger (coupure à 3 kDa) puis analysées avec la méthode de Bradford. Les résultats sont 

purement prospectifs et qualitatifs, mais ils indiquent que des protéines sont également 

présentes dans les fractions 8 et 9, tandis que la fraction 1 ne contient pas de protéine, ce qui 

correspond au volume mort de la chromatographie d'affinité. La présence de protéines dans les 
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fractions finales pourrait contenir des métallothionéines purifiées. D'autres analyses seront 

nécessaires en utilisant une plus grande quantité de la glande digestive et des colonnes de 

chromatographie d'affinité disposant de capacité plus importante pour quantifier les protéines 

et les observer par électrophorèse sur gel.  

 

Figure 57. Spectres XANES de la fraction 6 et des références de Co2+ aquo et CoF3 (Co +III). 

La fraction 6 a été purifiée et a été chargée avec 25 µM de cobalt dans un milieu tampon 

(50 mM HEPES, 150 mM NaCl). Ensuite, la fraction a été rincée à l'aide d'un filtre à centrifuger 

(coupure à 3 kDa) pour éliminer le cobalt non complexé, comme indiqué dans la section 

"Matériels et Méthode". Le choix de cette fraction a été effectué à la suite de purification de 

protéines dans des conditions identiques suivie par un SDS-PAGE. L’observation du gel a 

permis de montrer que la fraction 6 a été partiellement purifiée et que la région correspondant 

aux métallothionéines est relativement intense.  

Le spectre XANES du cobalt a pu être obtenu à partir de la fraction 6 et est présenté 

Figure 57. Bien que le spectre soit extrêmement bruité (ε= 0,40), le seuil du cobalt est 

clairement visible. La présence du seuil de cobalt pourrait être le signe de sa complexation par 

les métallothionéines puisque le cobalt libre a été éliminé par filtration. La comparaison 
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qualitative du spectre XANES de cette fraction dopée au cobalt avec les références de Co +II 

et Co +III suggère la présence de cobalt au degré d’oxydation +II. Ce premier résultat permet 

d’étayer l’hypothèse selon laquelle les métallothionéines pourraient complexer le cobalt dans 

la glande digestive. 

Pour soutenir cette hypothèse, il serait nécessaire de réaliser une courbe de titrage afin 

de déterminer le nombre d'équivalents de cobalt pouvant être complexés par les 

métallothionéines extraites de M. galloprovincialis. Ensuite, il faudrait ajuster la concentration 

des protéines et du cobalt afin de pouvoir effectuer des spectres EXAFS de ce complexe formé, 

en atteignant des concentrations de cobalt de l'ordre de 10-4 M, ce qui permettrait le traitement 

des données EXAFS acquises. Il est intéressant de noter que différents sites de complexation 

composés de fonctions thiol sont présents dans les métallothionéines et permettent la 

complexation d'ions tels que le cadmium et le zinc. La Figure 58 présente le séquençage des 

acides aminés de la métallothionéine de la moule M. eludis. Deux motifs d’acides aminés sont 

présents fréquemment, le motif Cys-X-Cys et le motif Cys-X-Cys-X-X-X-Cys-X-Cys qui est 

un segment central conservé et partagé par les différentes familles de métallothionéines 

(Mackay et al., 1993). Une étude réalisée avec des métallothionéines de rat exposées à du cobalt 

a suggéré une complexation du cobalt qui pourrait impliquer deux ou trois sites de liaison 

métallique (Vasák and Kägi, 1981). Les sites de complexation pourraient être étudiés en 

utilisant la modélisation moléculaire pour comprendre les interactions cobalt-métallothionéine 

et déterminer les sites de complexations impliqués. Ce travail de spéciation avec les protéines 

extraites de M. galloprovincialis pourra être continué dans le cadre du projet ESPERAME. 

 

Figure 58. Séquence complète des acides aminés du MT-10-1 de la moule M. edulis. (Mackay 

et al., 1993) 
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I. Généralités 

1) Occurrence dans l’environnement 

L'uranium est un métal de numéro atomique Z= 92 dans la classification du tableau 

périodique. Il appartient à la famille des actinides, qui comprend 15 éléments allant de 

l'actinium (89) au lawrencium (103) (Figure 59). Les actinides sont souvent désignés par la 

lettre "An" comme abréviation.  

 

Figure 59. Tableau périodique de Mendeleïev et la place des actinides. 

L'uranium est un radioélément, car tous ses isotopes sont instables. Dans la nature, 

l'uranium existe sous trois isotopes, avec la présence majoritaire du 238U (Tableau 19). Par une 

série de désintégrations (alpha, bêta), le 238U se stabilise en formant des noyaux fils jusqu'à 

atteindre un état stable, le 206Pb, comme décrit précédemment. La série de désintégration du 

235U est communément appelée « série de l’actinium », cette série commence par le 235U jusqu’à 

atteindre l’isotope stable 207Pb (Figure 60a). Le 238U et le 235U représentent deux chaînes de 
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désintégrations radioactives naturelles encore présentes sur Terre en raison de leur longue durée 

de vie. La série du 232Th est également présente et se termine par le 208Pb (Figure 60b).  

 

Figure 60. Chaînes de désintégration de l’uranium-235 (a) et du thorium-232 (b)  

Tableau 19. Propriétés de l'uranium naturel. 

Isotope  % en masse Demi-vie (année) 
Activité spécifique 

(Bq.g-1) 

234U 0,0055 2,44×105 2.31×108 

235U 0,72 7,04×108 80 011 

238U 99,28 4,46×109 12 445 

 

L'uranium naturel (natU) est présent naturellement dans la croûte terrestre à une 

concentration moyenne de 2,7 ppm bien qu’il y ait de nombreuses disparités géographiques 
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(0,5-4,7 ppm) (Lambert and Heier, 1968). Dans l'eau de mer, sa concentration est d'environ 

3,3 ppb. La concentration d'uranium dans les océans augmente annuellement (8 500 tonnes) 

principalement en raison de l'apport d'uranium par les fleuves et l'érosion des sols (e.g., Le 

Rhône contribue à un apport de 29 t d’uranium par an dans la mer). Bien que la concentration 

d'uranium dans l'eau de mer soit inférieure à celle présente sur Terre, la quantité y est mille fois 

plus importante que celle qui peut être extraite des mines d'uranium, avec une quantité totale 

estimée à 4,5 milliards de tonnes dans les océans. De nombreuses équipes cherchent des moyens 

efficaces et peu coûteux pour extraire sélectivement l'uranium dans les océans (Abney et al., 

2017; Dungan et al., 2017). La distribution naturelle de l’uranium dans l’environnement peut 

être perturbée par l’action humaine (comme l’industrie minière). On appellera alors NORM 

(Naturally Occurring Radioactive Materials) les matériaux dont les concentrations en matière 

radioactive sont plus importantes que celles habituellement présentes dans l’environnement. 

Les NORM peuvent provenir d’activités humaines et industrielles telles que l'agriculture avec 

la production d'engrais phosphatés, le forage de carburant fossile et l'exploitation minière. La 

gestion de ces NORM a pour objectif de limiter les risques locaux pour la santé et 

l’environnement. 

a) Propriété de l’uranium 

L’uranium est un métal de transition de configuration électronique [Rn]5f36d17s2. 

L’uranium à quatre degrés d’oxydation, +III, +IV, +V et +VI avec comme configurations 

électroniques respectives : [Rn]5f3 [Rn]5f2, [Rn]5f1 et [Rn]5f0. Dans les milieux anoxiques, 

l'uranium est principalement sous forme réduite U (IV), ce qui le rend généralement peu mobile. 

Dans les milieux oxydants, U (IV) est oxydé en U (VI) qui est majoritairement présent sous la 

forme d’oxycation UO2
2+ (appelé uranyle), qui est soluble et peut être complexé, ce qui le rend 

plus mobile que la forme U (IV). Le diagramme redox de l'uranium est présenté sur la Figure 61. 

L'uranyle est un acide dur de Lewis avec deux oxygènes dans le plan axial, qui interagit 

préférentiellement avec l'oxygène, l’azote et le fluor, qui sont des donneurs d'électrons 

(Figure 62). La théorie HSAB (Hard and Soft Acids and Bases) peut être appliquée afin de 

comprendre la complexation de l’uranyle en solution (Pearson, 1997, 1963). Un acide (ou une 

base) dur est caractérisé par une petite taille (rayon atomique/ionique faible), des charges 

électroniques très localisées donc faiblement polarisables (e.g., Cu2+, UO2
2+). Les acides durs 
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interagissent préférentiellement avec les bases dures par des liaisons de nature ioniques. Un 

acide mou (ou une base molle) possède une charge délocalisable, est de grande taille (rayon 

atomique/ionique large) et polarisable (e.g., Cd2+). Schématiquement les acides mous 

interagissent avec les bases molles formant des liaisons à caractère covalent. 

 

Figure 61. Potentiels standard de couples de l'uranium (T= 298 K ; pH = 8,1 ; I=0,7) (Choppin 

and Wong, 1998). 

La liaison U-Oyl possède un degré élevé de covalence, et est constituée d'une liaison σ 

et de deux liaisons π liantes. Cette liaison covalente est très stable et peu réactive. De ce fait, 

les oxygènes axiaux limitent les possibilités de complexation dans le plan équatorial en raison 

de la géométrie bipyramidale imposée avec quatre, cinq ou six atomes donneurs d’électrons 

durs.  

 

Figure 62. Structure de Lewis de l'uranyle. 

b) Spéciation en milieu marin 

Dans le compartiment marin, l'uranium est présent sous plusieurs formes, notamment 

des complexes inorganiques (e.g. carbonate d’uranyle), des substances humiques, des formes 

cationiques libres (e.g. U4+, UO2
2+) et des formes insolubles. L'uranium existe dans les systèmes 

aquatiques sous trois états d'oxydation. Dans les milieux aqueux et biologiques, l’uranium est 

majoritairement présent sous la forme d’uranyle : UO2
2+. L'uranium peut également exister en 

solution en formant des espèces tétravalentes U (IV) qui sont stables bien que cette forme ait 

tendance à précipiter. De très rares cas d’uranium pentavalent U (V) sont connus malgré 
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l’instabilité des complexes formés. Dans l'eau de mer à pH 8, l'uranium est principalement sous 

forme d'uranyle, ayant une forte affinité pour les carbonates, représentant de 80 % à 100 % des 

complexes observés (Choppin and Wong, 1998). Deux techniques ont permis d'étudier la 

spéciation de l'uranium dans l'eau de mer. La première est la spectrofluorométrie laser résolue 

en temps (SLRT) et la deuxième est la spectroscopie d'absorption des rayons X (XAS). Ces 

deux techniques permettent de travailler avec des concentrations relativement faibles, 10-8 M et 

10-5 M, respectivement. Les récents progrès en spéciation de l'uranyle à des concentrations 

environnementales dans le milieu marin confirment la présence d'une espèce majoritaire 

(Ca/Mg)2UO2 (CO3)3 qui était jusqu'à présent supputée dans une gamme de pH comprise entre 

5,5 et 8,5 (Maloubier et al., 2015). Des espèces minoritaires de complexes sont également 

rapportées en proportions plus faibles, telles que UO2 (CO3)2
2-, UO2 (CO3)2

4- (Figure 63). Les 

constantes de formation des espèces uranyle-carbonate sont supérieures à 25 et varient 

légèrement en fonction du contre-ion associé (e.g., Ca, Mg, Sr). La forte stabilité des complexes 

formés peut expliquer sa faible bioaccumulation dans le milieu marin. 

 

Figure 63. Diagramme de spéciation théorique de l'uranium (VI) 5.10-5 M dans l'eau de mer 

(JCHESS). 
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2) Bioaccumulation de l’uranium dans les mollusques bivalves 

Dans les milieux aquatiques, la toxicité de l'uranium est principalement due à sa 

chimiotoxicité plutôt qu'à sa radiotoxicité (Sheppard, 2001; Wrenn et al., 1985). Bien que peu 

radiotoxique, son étude reste limitée, car il s'agit d'un radioélément ce qui nécessite des 

laboratoires autorisés à manipuler des matériaux radioactifs. Comme mentionné précédemment, 

la spéciation d’un élément est importante pour définir sa toxicité. Le pH, les complexes 

organiques ou inorganiques sont des facteurs qui peuvent modifier la toxicité de l'uranium dans 

l'eau en modifiant sa biodisponibilité (Sheppard, 2001). Par exemple, la modification de la 

concentration en dioxyde de carbone induit un changement de spéciation de l’uranyle en 

solution et la diminution du complexe uranyle-carbonate augmente la biodisponibilité de 

l’uranium. Chez Corbicula fluminea, cette variation induit une distribution différente de 

l’uranium qui décroit lorsque la concentration en dioxyde de carbone augmente (Tran et al., 

2004). 

Les données disponibles sur la bioaccumulation de l'uranium dans le biote marin sont 

peu connues. Un rapport AIEA permet d'estimer le facteur de concentration de l’uranium dans 

les mollusques en indiquant une valeur de 30 (sans unité) (IAEA, 2004). Parmi les espèces 

considérées, on y trouve des bio-indicateurs reconnus tels que les bivalves (e.g., les moules) et 

des espèces de macroalgues (algue brune). Les bio-indicateurs comme les moules sont 

largement utilisés afin de détecter les contaminations environnementales. Cependant peu de 

données existent sur la quantification de l’uranium dans ces organismes sentinelles dans leurs 

milieux naturels. À proximité de Sellafield, l'analyse de M. eludis montre la présence d'uranium 

dans le périostracum (partie externe de la coquille), le byssus et dans des tissus mous tels que 

les branchies et la glande digestive (Hamilton, 1980). Quelques études réalisées dans des zones 

côtières industrialisées sans contamination notable de l'eau de mer par l'uranium ont montré des 

concentrations d'uranium dans les moules allant de 0,2 à 1,3 ppb (Assunta Meli et al., 2008; 

Cuculić et al., 2006).  

L’étude de la spéciation de l'uranium dans les organismes marins est encore très limitée. 

Bien que la spéciation de l’uranium dans l’eau douce puisse différer de l’eau de mer, il est 

important d’obtenir des données sur l’interaction entre l’uranium et les mollusques bivalves 

dans ce compartiment. Parmi les espèces de bivalves, la moule d'eau douce a été utilisée pour 
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comprendre l'interaction de l'uranium avec le biote et a servi de bio-indicateur (Bilal et al., 

2014). L’exploitation d'une mine de cuivre-uranium en Australie de 1953 à 1971 a pollué les 

cours d’eau et les sols par les résidus miniers, sa réhabilitation entre 1982 et 1985 a visé à 

réduire la présence de métaux dans l’environnement (e.g., Cu, Zn, Mn, U). La coquille des 

moules d’eau douce (Velesunio angasi) peut en effet servir à quantifier l'uranium et obtenir des 

informations sur son évolution au fil du temps. La croissance de la coquille peut être visualisée 

par la stratification à la surface de la coquille et être corrélée avec l’âge de la moule. Ainsi une 

corrélation entre l'âge et la quantité d'uranium présente a été mise en évidence. De plus, cette 

espèce de moule a une espérance de vie de plus de 40 ans, ce qui a permis d’avoir des 

informations sur une période relativement longue (Markich, 2002).  

Une autre moule, Corbicula fluminea, a été utilisée comme bio-indicateur dans les eaux 

douces. L’exposition en laboratoire à des concentrations d’uranium de 10 g.L-1 indique une 

répartition de l’uranium majoritairement dans les branchies et la glande digestive. 

L'accumulation d'uranium dans les branchies augmente de manière linéaire en fonction du 

temps d’exposition, contrairement à la glande digestive qui semble atteindre un état d’équilibre 

à 40 jours (Simon and Garnier-Laplace, 2004). L’accumulation de l’uranium dans les organes 

peut être imagée par microscopie électronique ou par imagerie ionique (SIMS : Secondary ion 

mass spectrometry) (Chassard-Bouchaud, 1996; Marigómez et al., 2002). Dans les branchies 

de C. fluminea, des images ioniques (SIMS) de l'uranium ont indiqué une répartition hétérogène 

dans les filaments (Tessier et al., 2009). D’autres images ont été réalisées sur des bivalves 

exposés à de l’uranium, les branchies ont montré la présence de forme condensée d’uranium. 

Ces granules d’uranium formant des aiguilles ont été corrélées avec la présence de phosphate 

pour lequel l’uranium à une forte affinité en se basant sur le principe d’HSAB. Des analyses 

SIMS et de l’imagerie électronique ont permis d'imager la répartition de l'uranium dans 

plusieurs organes de la moule, M. eludis. Des formes condensées ont également été observées 

avec la présence d'aiguilles de phosphate d'uranium dans des lysosomes de la glande digestive 

et une accumulation localisée dans les diverticules de la glande digestive. Dans le byssus, 

l'uranium semble être réparti de manière homogène dans le cœur fibreux des fils (Chassard-

Bouchaud et al., 1992). Le fractionnement subcellulaire par ultracentrifugation apporte des 

informations complémentaires sur la répartition de l'uranium dans différents compartiments 

cellulaires. La partie non-cytosol (incluant le noyau, les lysosomes, les membranes, les 
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microsomes) contient la majorité (95 %) de l’uranium présent dans les branchies de C. fluminea 

(Markich, 2002; Simon and Garnier-Laplace, 2004). Plus précisément, l'uranium était associé 

aux fractions présentent dans le culot après la centrifugation, les organelles et les granules, qui 

constituent le compartiment principal du stockage de l’uranium (Simon et al., 2011). Les voies 

de détoxification connues pour les mollusques bivalves sont les granules riches en métaux 

(GRM) et les métallothionéines qui sont des protéines ubiquitaires riches en cystéine. 

L’association d’un métal avec les GRM est reliée à la précipitation du métal en des formes 

condensées insolubles. Les métallothionéines sont utilisées comme biomarqueurs dans de 

nombreuses études pour refléter la qualité de l’eau. Elles sont capables de reconnaitre des 

métaux lourds et de les détoxifier (Amiard et al., 2006; Chan et al., 2002). La présence de 

certains métaux (e.g., cadmium) peut induire une augmentation de métallothionéines et de la 

tolérance aux métaux des organismes.  

Des concentrations des métallothionéines plus importantes ont pu être détectées dans 

des populations d’invertébrés (crabes et crevettes) vivant sur des sites pollués (Ross et al., 

2002). La présence de mollusques bivalves dans des zones polluées tels que les ports a été liée 

avec l’augmentation de biomarqueurs (Arrighetti et al., 2019; Pillet et al., 2022; Regoli et al., 

2004). L’exposition à l’uranium impacte également les comportements des moules qui peuvent 

être modifiés. Les moules sont capables de détecter des concentrations d'uranium anormales 

(0,05 µg.L-1) ce qui induit une modification des mouvements de la valve et entraîne la fermeture 

de la coquille (Fournier et al., 2004; Markich, 2003). Les résultats sont nécessaires pour avoir 

une idée des organes qui accumulent de l'uranium chez les mollusques bivalves.  
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II. Étude de l’accumulation de l’uranium par les moules 

M. galloprovincialis  

1) Étude de l’accumulation de l’uranium chez les moules à 

différentes échelles 

a) Accumulation des métaux chez les moules de différentes origines : cas 

de Villefranche-sur-Mer et la petite rade de Toulon  

Nous avons comparé l'accumulation de l’uranium pendant 12 jours dans les moules 

provenant de Villefranche-sur-Mer et de la petite rade de Toulon. Le Tableau 20 synthétise les 

conditions expérimentales de contamination. La répartition des individus selon leur taille est 

disponible dans la partie Matériels et méthodes. Les moules dont la longueur de la coquille était 

supérieure à 6,5 cm ont été disséquées en séparant les organes tandis que les moules dont la 

longueur était inférieure à 6,5 cm ont été gardées entières (sans la coquille).  

Tableau 20. Conditions expérimentales des contaminations à l’uranium comparant les moules 

de Villefranche-sur-Mer et de la petite rade de Toulon. 

Provenance des moules Villefranche-sur-Mer Petite rade de Toulon 

Nombre de spécimens 83 79 

Volume (L) 12 12 

Répartition analyse moule 

entière/organe 
54/28 55/24 

Concentration d’exposition 
NatU (M) 

6×10-7 M 6×10-7 M 

Durée 
12 jours (changement 

d’eau à J+5) 

12 jours (changement 

d’eau à J+5) 

Alimentation T. Iso 104 

cellules/moules 
Tous les 3 jours Tous les 3 jours 
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Dans un premier temps, la quantification de l'uranium dans les moules entières (entre 

6,5 et 2,5 cm) provenant des deux sites après la période de contamination de 12 jours a été 

réalisée (Figure 64). Les deux groupes ont été soumis à une analyse de variance 

(F = 4,3, p > 0,05) qui n'a pas révélé de différences significatives entre les moules de même 

taille, quelle que soit leur origine. Cependant, il est possible de remarquer que les moules de 

Villefranche-sur-Mer mesurant entre 2,5 et 3,5 cm présentent des facteurs de concentration 

supérieurs (x̅ = 45 ± 9 ; n=3) à ceux des moules mesurant entre 6,5 et 3,5 cm 

(x̅ = 13 ± 1 ; n= 52), ces moules ont été exclues de l’ANOVA. La présence de trois moules 

juvéniles mesurant entre 3,5 et 2,5 cm suggère que les cinétiques d'accumulation de l'uranium 

pourraient différer. Toutefois, aucune étude à plus grande échelle n'a été entreprise pour 

confirmer d'éventuelles différences entre les moules adultes et les moules juvéniles. Par ailleurs, 

une recherche menée sur d'autres bivalves, en l'occurrence les palourdes (Gafrarium tumidum) 

par Heduoin et ses collaborateurs, a révélé une relation inversement proportionnelle entre la 

taille et les facteurs de concentration pour certains éléments tels que le chrome, le cadmium, le 

cobalt et le zinc (Hédouin et al., 2006). Plusieurs autres études ont montré des résultats 

similaires avec des radionucléides (e.g., 210Po) (Bustamante et al., 2002; Lim and Mohamed, 

2019). Comme décrit précédemment l’âge des individus est corrélé avec le nombre de stries 

présentes sur la coquille permettant d’estimer leurs âges. L'approfondissement des résultats 

concernant les variations d'accumulation de l'uranium en fonction de la maturité des individus 

n'a pas été poursuivi, et les moules juvéniles ont été délibérément exclues des expériences. 
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Figure 64. Comparaison des facteurs de concentrations des moules entières provenant de 

Villefranche-sur-Mer et de la petite rade de Toulon en fonction de la taille des individus. 

Dans un second temps, l'uranium a été quantifié dans les organes des moules (entre 7,5 

et 6,5 cm) après une période d'exposition de 12 jours à l'uranium (voir partie Matériels et 

méthodes). La Figure 65a présente les valeurs des facteurs de concentration obtenues dans les 

organes des moules provenant de Villefranche-sur-Mer : glande digestive (x̅ = 32 ± 4; n=28), 

pied (x̅ = 6 ± 3 ; n= 28), branchies (x̅ = 17 ± 4 n=28), corps viscéral (x̅ = 10 ± 2 ; n=28), 

manteau (x̅ = 10 ± 2 ; n=28). La Figure 65b présente, quant à elles les valeurs des facteurs de 

concentration obtenues dans les organes des moules provenant de la petite rade de Toulon 

(glande digestive (x̅ = 58 ± 7 ; n=28), pied (x̅ = 2 ± 1 ; n= 28), branchies (x̅ = 9 ± 2 n=28)), 

corps viscéral (x̅ = 4 ± 1 ; n=28), manteau (x̅ = 5 ± 1 ; n=28). 

Les données ont ensuite été soumises à une analyse de variance (ANOVA) 

(F=17,9, p < 0.05), suivie d'un test post-hoc de Scheffé. L'analyse indépendante des deux 

cohortes a montré que l’accumulation de l’uranium est significativement plus importante dans 

la glande digestive que dans les autres organes. Cette tendance a été constatée indépendamment 

de l'origine des moules.  
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Figure 65. Comparaison des facteurs de concentrations dans les organes de moules en fonction 

de l’origine a) Villefranche-sur-Mer et b) Petite rade de Toulon. 

L’analyse de la variance intergroupe des deux cohortes a permis de comparer le facteur 

de concentration en fonction de leur origine (Villefranche-sur-Mer et la petite rade de Toulon). 

La caractéristique principale distinguant les deux cohortes réside dans les valeurs du facteur de 

concentration significativement plus élevées (facteur de 2) observées dans la glande digestive 

des moules provenant de la petite rade de Toulon par rapport à celles des moules de 
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Villefranche-sur-Mer. De manière générale, les valeurs des facteurs de concentration dans les 

branchies, le corps et le manteau sont plus faibles pour les moules de la petite rade de Toulon 

que pour les moules de Villefranche-sur-Mer.  

Ces résultats mettent en évidence que la bioaccumulation est similaire dans les moules 

lorsqu’on les considère dans leur ensemble, et ce indépendamment de leur origine, dans nos 

conditions expérimentales. Cependant, les analyses réalisées dans les organes révèlent des 

différences : la glande digestive, organe participant à la détoxification des métaux, bioaccumule 

une plus grande quantité d'uranium lorsque les moules proviennent d'un site pollué (petite rade 

de Toulon). 

L'hypothèse la plus plausible pour expliquer ces résultats pourrait être une production 

accrue de protéines détoxifiantes telles que les métallothionéines ou la glutathionne chez les 

moules provenant de zones polluées. En effet, ces moules peuvent s'adapter à leur 

environnement et augmenter la production de certaines macromolécules, comme expliqué dans 

la partie précédente. La bioaccumulation inférieure dans les autres organes (pied, branchie, 

manteau, corps) lorsque l'on compare le site pollué au site non pollué pourrait être due à ce 

processus de détoxification/stockage des métaux lourds par la glande digestive. En effet, 

l'uranium étant un métal lourd non essentiel, sa présence dans les organes peut avoir des effets 

toxiques au niveau cellulaire, nécessitant une régulation pour réduire sa biodisponibilité. La 

présence d'uranium associée à la glande digestive suggère des mécanismes efficaces de 

séquestration intracellulaire réduisant l'uranium dans les autres organes. La glande digestive 

pourrait contenir des agents chélatants puissants pour l'uranium, qui pourraient avoir été 

surexprimés dans les zones polluées favorisant la détoxification des métaux lourds et leurs 

tolérances. Néanmoins, il faut souligner ici que les fractions chélatantes abondantes dans les 

métallothionéines ou le glutathion (les thiols) sont peu affines de l’uranyle (alors qu’elles le 

sont pour des métaux lourds comme le Cd ou le Hg). Comme expliqué précédemment avec le 

modèle HSAB, l’uranyle est un cation dur tandis que les fonctions thiols sont considérées 

comme des bases molles, de ce fait le recouvrement orbitalaire n’est pas propice à des 

interactions entre ces deux ions.  

Le byssus a été récolté sur les individus de Villefranche-sur-Mer après une période 

d'exposition de 12 jours. La Figure 66 présente les résultats montrant une dispersion importante 
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des valeurs de facteur de concentration dans les fils de byssus analysés (x̅ = 384 ± 136 ; n= 19). 

La variation des valeurs peut être associée à la faible quantité de matériau récolté (entre 26 et 

1 mg) sur les mollusques après 12 jours d'exposition. Les barres d'erreur proviennent 

principalement des erreurs de la pesée des échantillons. Les fils de byssus produits par les 

moules de la petite rade de Toulon n'ont pas été analysés en raison des faibles quantités 

obtenues, lesquelles sont incompatibles avec la mesure de la masse. 

 

Figure 66. Facteur de concentration des byssus récoltés sur des moules de 

Villefranche-sur-Mer à la suite d'une exposition pendant 12 jours à une eau de mer dopée en 

uranium. 

b) Distribution subcellulaire de l’uranium dans la glande digestive des 

moules exposées à l’uranium  

La distribution subcellulaire de l’uranium dans la glande digestive a été évaluée après 

une exposition des moules à l’uranium pendant 12 jours. Les détails expérimentaux sont 

présentés dans le Tableau 21, le protocole de séparation est décrit dans la partie « Matériels et 

méthodes ».  
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Tableau 21. Conditions expérimentales des contaminations de moules à l’uranium pour 

l’étude de la distribution subcellulaire de l’uranium. 

Provenance des moules Villefranche-sur-Mer 

Nombre de spécimens 2 

Volume (L) 4 

Réplica  5 

Analyse organe Glande digestive 

Concentration d’exposition NatU (M) 10-6 M 

Durée 12 jours (changement d’eau à J+5) 

 

La répartition subcellulaire de l'uranium est présentée dans la Figure 67, les 

pourcentages expriment la quantité (en masse) d’uranium présent dans chaque fraction. Le 

cytosol représente la principale fraction de l'uranium accumulé par la glande digestive : 

92 ± 22 % (comprenant les organites et les fractions protéiques). Il convient également de noter 

que l'uranium est associé aux parties protéiques à hauteur de 64 ± 13 % (comprenant les 

protéines thermostables + thermosensibles). 

Comme nous l’avons vu précédemment, les métaux détoxifiés biologiquement sont 

inclus dans un compartiment subcellulaire qui est associé à la tolérance des métaux et 

correspond à 37 ± 8 % (granules riches en métaux + protéines thermostables) de l'uranium 

accumulé dans la glande digestive. 

L’association des compartiments incluant les protéines thermosensibles (comprenant les 

enzymes) et les organelles est considérée comme une fraction sensible aux métaux (FSM), ce 

qui décrit la toxicité potentielle des métaux. Cette fraction subcellulaire contient 56 ± 16 % de 

l'uranium que nous avons retrouvé dans la glande digestive.  
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Figure 67. Diagramme de l'accumulation de l’uranium dans différents compartiments de la 

glande digestive de moules exposées à [U]=10-6 M. 

La fraction contenant les granules riches en métaux, notamment décrits dans la 

littérature pour contenir les formes condensées des métaux, est très faiblement représentée dans 

notre étude (1 % de l’uranium), tandis que la fraction cytosolique contient la majorité de 

l'uranium. Les images obtenues en MET viennent appuyer nos résultats. En effet, l'analyse de 

plusieurs glandes digestives issues de moules exposées à l’uranium dans les mêmes conditions 

n'a pas révélé la présence d'aiguilles ou de granules denses à l'intérieur des tissus (image non 

fournie). L'uranium accumulé dans la glande digestive ne semble donc pas se trouver sous 

forme condensée (e.g., U-phosphate), ce qui suggère qu'il est complexé sous forme moléculaire 

et probablement associé à des protéines hydrosolubles.  

La présence d'uranium dans plusieurs compartiments est particulièrement intéressante, 

car elle suggère la présence de divers mécanismes de détoxification au sein de la glande 

digestive. Les voies de détoxification sont nombreuses et existent à des niveaux subcellulaires 

différents (mitochondrie, lysosome, protéine cytosolique) (Ahearn et al., 2004). La voie de 

détoxification cytosolique se produit principalement par l'association de protéines ou d'autres 
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molécules organiques avec les métaux, mais les connaissances sur son rôle pour comprendre le 

devenir et la toxicité de l'uranium dans la glande digestive sont encore parcellaires. Par 

conséquent, l'uranium contenu dans ces différents compartiments subcellulaires pourrait 

entraîner des effets toxiques variés.  

Peu d'études ont décrit l'accumulation d'uranium à l'échelle subcellulaire, et la plupart 

des expériences ont été menées avec des espèces vivant dans l'eau douce, où la spéciation de 

l'uranium diffère de celle dans l'eau de mer. Une étude rapporte une faible induction des 

métallothionéines après l’exposition de poissons à l'uranium (Cooley and Klaverkamp, 2000). 

Elle montre également que l’uranium peut être associé à la fraction riche en granules 

métalliques qui contient des phases condensées, notamment d'U-phosphate. Ces résultats 

s'appuient sur la forte affinité entre l'uranium et le phosphate, ainsi que sur l'observation de la 

colocalisation de l’uranium et du phosphate lors d’analyse élémentaire. Chassard et ses 

collaborateurs ont mis en évidence la présence de microaiguilles d'uranium phosphate au niveau 

de la glande digestive de M. eludis, tandis que Simon et ses collaborateurs ont trouvé plus de 

80 % de l'uranium associé aux débris cellulaires, aux granules et aux organites dans ce même 

organe chez C. fluminea (Chassard-Bouchaud and Escaig, 1984; Simon and Garnier-Laplace, 

2004). 

Cependant, ces études ne concordent pas avec nos analyses réalisées lors de l'exposition 

de M. galloprovincialis à l'uranium. Dans notre cas, le radioélément est principalement associé 

à des compartiments trophiquement disponibles. Les métaux trophiquement disponibles sont 

définis comme les fractions cytosoliques, c'est-à-dire comprenant 92 ± 22 % de l'uranium dans 

la glande digestive comme décrit précédemment (Wallace et al., 2003). Dans le cas où la voie 

de détoxification de l’uranium serait dominée par les métallothionéines ou similaire, cela 

pourrait influencer la biodisponibilité de l’uranium chez ses prédateurs (Roesijadi and Klerks, 

1989; Wallace et al., 1998; Wallace and Lopez, 1997). Certaines preuves existent déjà pour la 

biomagnification du transfert trophique de métaux tel que le Cd due à l'induction des 

métallothionéines (Wallace et al., 2000). 
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III. Détection et localisation de l’uranium dans la moule  

1) Étude de la distribution de l’uranium par -XRF 

Les moules ont été exposées à des concentrations d’uranium de 5×10-5 M, les conditions 

expérimentales sont synthétisées dans le Tableau 22.  

Tableau 22. Conditions expérimentales des contaminations à l’uranium de moules pour les 

analyses par -XRF. 

Provenance des moules Villefranche-sur-Mer 

Nombre de spécimens par aquarium 2 

Volume (L) 2 

Réplica  4 

Analyse organe Inclusion en résine 

Concentration d’exposition NatU (M) 5×10-5 M 

Durée 12 jours (changement d’eau à J+5) 

Les protocoles détaillés concernant la préparation d’échantillons et les paramètres 

d’acquisitions des images sont consultables en partie Matériels et méthodes. Les images ont été 

réalisées au seuil LII de l’uranium (20 948 eV) pour s’affranchir des raies de fluorescence K du 

strontium présent dans l’eau de mer. Toutes les cartographies réalisées ont pu être superposées 

aux images optiques des zones correspondantes. Nous n’avons pas observé de diffusion 

d’uranium des structures cellulaires vers la résine.  

Les mesures se sont focalisées sur l’obtention d’images permettant de cartographier le 

byssus ainsi que la glande digestive. Les mesures effectuées sur les branchies sont présentées 

en Annexe Figure 97. Pour des raisons de temps, nous n’avons pas pu nous attarder sur cet 

organe qui aurait nécessité des temps d’accumulation très importants au vu du faible contraste 

entre la résine et les branchies que nous avons observé (non compatible avec le temps de 

faisceau disponible). De plus, la taille de la sonde ne permet pas d’obtenir une résolution 

compatible avec le plan de coupe utilisé. 
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a) Byssus  

La Figure 68 compare l’image optique du byssus et l’image de fluorescence X au seuil 

de l’uranium. L’image de fluorescence X permet d’observer la répartition de l’uranium dans la 

tige et dans les fils de byssus. On observe une répartition homogène de l’uranium dans les fils 

de byssus et la tige. Il est cependant impossible de pouvoir différencier la cuticule de la matrice, 

les caractéristiques de la sonde étant 29×29 m nous n’avons pas la résolution nécessaire.  

Eau de mer dopée [U]= 5×10-5 M 

Image optique Image de fluorescence X 

 

 

 

Figure 68. Comparaison des images optiques et des cartographies de fluorescence X réalisées 

au seuil LII de l’uranium du byssus. (Barre d’échelle 1 mm). La zone délimitée par le cercle en 

pointillé rouge indique la tige, le reste de l’image correspond au fils du byssus. Les étoiles 

noires sur les cartographies de fluorescence X montrent où ont été réalisés les spectres XANES 

au seuil LII de l’uranium, les numéros associés correspondent aux spectres XANES Figure 69. 

Temps d’intégration de 500 ms par pixel. 

La présence d’uranium a été confirmée à partir de spectres XANES réalisés sur les 

échantillons cartographiés. Les zones ont été sélectionnées afin d’obtenir des spectres XANES 

de la tige et des fils de byssus. La Figure 69 compare les spectres XANES obtenus à différentes 

positions (les numéros correspondent aux zones indiquées sur la Figure 68), les spectres ont été 

normalisés en énergie et ne montrent pas de décalage de la raie blanche de l’uranium. Les 

spectres XANES ont donc permis de vérifier la présence d’uranium au degré d’oxydation +VI 
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dans toutes les zones analysées. Ces zones analysées n’ont pas permis d’obtenir un rapport 

signal sur bruit compatible avec l’acquisition de spectres EXAFS.  

 

Figure 69. Comparaison des spectres XANES réalisés au seuil LII de l’uranium sur le byssus 

cartographié par fluorescence X. Les numéros indiqués correspondent à ceux présents sur la 

Figure 68. 

b) Glande digestive  

La Figure 70 compare l'image optique de la glande digestive à l'image de fluorescence 

X au seuil LII de l'uranium. L'observation de l’image de fluorescence X met en évidence la 

distribution homogène de l'uranium dans cet organe. D’autres images d’analyse de fluorescence 

X ont permis de confirmer cette répartition (Annexe Figure 98). Des spectres XANES ont été 

réalisés sur différents échantillons afin de fournir davantage d'informations sur la spéciation de 

l'uranium dans la glande digestive. Les spectres XANES se sont avérés être particulièrement 

bruités, ce qui n’a pas permis d’obtenir de spectres EXAFS à partir des échantillons 

cartographiés. 
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Figure 70. Comparaison des images optiques et des cartographies de la fluorescence X réalisée 

au seuil LII de l’uranium de la glande digestive. (Barre d’échelle 1 mm). Le carré noir sur 

l’image optique représente la zone qui a été cartographiée par fluorescence X. L’étoile noire 

sur la cartographie de fluorescence X montre où a été effectué le spectre XANES réalisé au 

seuil LII de l’uranium. Temps d’intégration de 500 ms par pixel. 

Nous n’avons pas observé de décalage de la raie blanche sur les spectres XANES 

(20955 eV) de la glande digestive. De plus, le profil des spectres met en évidence la présence 

d'uranyle, de manière similaire au cas du byssus. Ceci constitue une indication claire qu'il n'y a 

pas de réduction de l’U (VI) en U (IV) dans la glande digestive. Les images obtenues au 

microscope électronique à transmission (Figure non montrée) d’une glande digestive issue 

d’une moule contaminée dans les mêmes conditions ne montrent pas non plus de zones denses 

en électrons pouvant être attribuées à une phase condensée de l’uranium. 

 

Eau de mer dopée [U]= 5×10-5 M 

Image optique Image de fluorescence X 
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Figure 71. Comparaison des spectres XANES réalisés au seuil LII de l’uranium sur des glandes 

digestives cartographiées par fluorescence X. Le spectre noir correspond à la zone indiquée 

par une étoile noire sur la Figure 70 et le spectre rouge correspond à une autre glande digestive 

analysée. 

2) Caractérisation de la distribution de l’uranium par SIMS 

Les analyses SIMS ont été effectuées sur les moules exposées à une concentration de 

5×10-5 M d'uranium et ont débuté par l'analyse des branchies. Étant donné que l'utilisation de 

cette technique d'imagerie par notre équipe était nouvelle, la première étape a consisté à réaliser 

un test de faisabilité. Mais des échantillons de mollusques bivalves exposés à de l'uranium 

avaient déjà été analysés par SIMS sur la plateforme PATERSON, permettant de cartographier 

la répartition de l'uranium dans la branchie à l'échelle du micromètre (Holler et al., 2021; Tessier 

et al., 2009). Bien que la branchie ne soit pas l'organe dans lequel l'uranium soit le plus 

concentré, nous avons pu comparer nos résultats avec ceux disponibles dans la littérature. Les 

résultats obtenus ont permis de valider nos protocoles de préparation et nous avons pu réaliser 

des analyses sur la glande digestive ainsi que sur le byssus (voir partie Matériels et méthodes). 

Les conditions d'exposition des moules sont résumées dans le Tableau 23.  
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Tableau 23. Conditions expérimentales des contaminations à l’uranium de moules pour les 

cartographies SIMS. 

 

La résolution M/ΔM=300 a été choisie pour obtenir un compromis entre la résolution 

latérale (1,5 m) et la sensibilité. La calibration de la masse d'uranium (Annexe Figure 99) a 

permis d'isoler l'ion 238U+ et d'obtenir des données spécifiques à ce dernier.  

a) Branchies 

Des échantillons de branchies ont été utilisés pour valider les méthodes et les 

concentrations utilisées. L'image ionique du 40Ca+ a permis de localiser les structures 

histologiques des branchies. On peut observer que l'uranium est associé à ces structures. Les 

images SIMS révèlent la présence hétérogène de l'uranium au niveau des filaments, sous forme 

d'amas de quelques micromètres de diamètre, localisés dans la région abfrontale. On observe 

également la présence d'uranium dans la région frontale, bien qu'il ne semble pas y être 

concentré. Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Tessier et ses collaborateurs, qui 

avaient déjà noté une distribution hétérogène de l'uranium dans les branchies de palourde d’eau 

douce (Tessier et al., 2009). Peu de données sont disponibles concernant la distribution de 

l'uranium dans la branchie, cependant la présence d'amas très localisés, comme observés sur la 

Figure 72 a été décrite pour d’autres métaux tels que le cadmium (Marigómez et al., 2002). Les 

analyses MET de la branchie n'ont pas permis de mettre en évidence la présence d'éléments 

denses aux électrons, suggérant ainsi que l'uranium est présent sous forme moléculaire dans ce 

tissu (Annexe Figure 107). 

Provenance des moules Villefranche-sur-Mer 

Nombre de spécimens par aquarium 2 

Volume (L) 2 

Réplica  2 

Analyse organe Inclusion en résine 

Concentration d’exposition NatU (M) 5×10-5 M 

Durée 12 jours (changement d’eau à J+5) 
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Figure 72. Comparaison des images ioniques réalisées au niveau de la branchie de moule 

exposé à de l’eau de mer dopée à l’uranium. Image ionique du 40Ca+, image ionique du 238U+, 

Superposition 238U+ (rouge)/ 40Ca+ (vert), photographie de la zone analysée, image optique des 

branchies, af, abfrontale ; f, frontale. Les flèches rouges indiquent les amas d’uranium sur les 

images ioniques. Barre d’échelles 100 et 10 m (raster 200 m ×200 m 5nA) 

En résumé, il est possible que l'uranium subisse des mécanismes de concentration 

similaires à ceux observés pour d'autres métaux tels que le cuivre, le cadmium et le plomb, qui 

se localisent dans les lysosomes ou les vacuoles des cellules épithéliales de la branchie 

(Hemelraad and Herwig, 1988). Cependant, il faut souligner que les processus d'accumulation 

sont spécifiques à un type cellulaire et dépendent du métal. Il est difficile dans le cas de nos 

40Ca 238U 
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Image optique  
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travaux de déterminer les mécanismes d'accumulation de l'uranium dans les branchies sans des 

analyses complémentaires. 

b) Byssus 

L'analyse des fils de byssus par SIMS a été réalisée afin de compléter les résultats 

obtenus par les cartographies de fluorescence X. En effet, la sonde (1,5 m de résolution latéral) 

utilisée lors des mesures SIMS permet de distinguer la cuticule de la matrice, ce qui permet une 

meilleure appréhension de la distribution de l'uranium (Figure 73). Les analyses du byssus ont 

été menées en suivant deux protocoles d'exposition différents (détails dans la section Matériels 

et méthodes). 

 

Figure 73. Schéma du byssus et de la répartition de l’uranyle en fonction de la méthode de 

contamination. 

Le premier protocole a consisté à prélever les fils de byssus après avoir exposé les 

moules à une concentration de 5×10-5 M d'uranium pendant 12 jours. Le deuxième protocole a 

utilisé les fils de byssus contaminés ex vivo avec une concentration de 10-3 M d'uranium (voir 

partie Matériels et méthodes). 

Ces procédures d’exposition sur des byssus de nature différente ont été réalisées, car 

nous envisageons deux mécanismes d’accumulation différents qui pourraient expliquer la 

présence de l'uranium dans le byssus.  

Tout d’abord, comme précédemment expliqué, le byssus peut être considéré comme un 

moyen de détoxification de plusieurs métaux chez les moules (Nicholson and Szefer, 2003; 

E   siti n        E   siti n        
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Szefer et al., 1999, 1998). Il est ainsi possible que l'uranium puisse être transporté jusqu'à la 

glande byssogène et excrété lors de la synthèse des fils.  

Ensuite, les protéines riches en mfp-1 présentes au niveau de la cuticule sont de bons 

candidats pour chélater des métaux durs (e.g., Fe3+ ; V+) comme nous l’avons déjà expliqué. 

Des phénomènes de complexation de surface pourraient donc être responsables de l'adsorption 

de l'uranyle par les fils de byssus au niveau de la cuticule, par une complexation à l’aide des 

protéines de type mfp-1. 

Ce sont ces deux hypothèses que nous cherchons à vérifier et qui sont présentées 

Figure 73. 

i. Byssus récolté sur les moules après exposition à l’uranium  

La Figure 74 (Annexe Figure 100) présente les images SIMS des fils de byssus récoltés 

sur les moules exposées à une concentration de 5×10-5 M d'uranium pendant 12 jours.  

L'image ionique du 23Na+ permet de distinguer la cuticule, qui forme une membrane 

externe de quelques micromètres, et la matrice riche en collagène qui constitue le cœur du fil 

de byssus. La superposition de l'image ionique du 238U+ et du 23Na+ permet d'associer la 

présence d'uranium à la matrice. La présence d'uranium au niveau de la matrice nous fournit 

des informations cruciales sur les mécanismes d'accumulation chez les moules exposées à 

l'uranium. Comme nous l'avons suggéré précédemment, le byssus pourrait jouer un rôle dans la 

détoxification de certains métaux, et la présence d'uranium à ce niveau renforce cette hypothèse. 

Coombs et ses collaborateurs avaient déjà remarqué en 1981 la présence d'éléments métalliques 

dans les fils de byssus pouvant refléter les concentrations métalliques environnementales dans 

lesquelles les individus vivent (Coombs and Keller, 1981). Hodge et ses collaborateurs ont 

également mesuré l'accumulation de plusieurs actinides (U, Pu) dans divers organismes marins, 

montrant que les fils de byssus des moules contenaient les concentrations les plus élevées en 

uranium (Hodge et al., 1979). Une autre étude a également montré des résultats similaires en 

observant une concentration d'uranium dans les fils de byssus supérieure (3,21 g.g-1) à celle 

présente dans les tissus mous (0,24 g.g-1) (Hamilton, 1980). 
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Figure 74. Comparaison des images ioniques réalisées au niveau du byssus de moule exposé à 

de l’eau de mer dopée à l’uranium, image ionique du 23Na, du 238U+, superposition 
238U+ (violet)/23Na+ (bleu), Image optique du byssus. Les flèches vertes permettent de visualiser 

l’orientation des images. Barre d’échelles 50 et 10 m (raster 200 m ×200 m 5nA)  

ii. Contamination du byssus ex vivo 

La Figure 75 compare les images histologiques aux images ioniques obtenues à partir 

des échantillons de byssus contaminé ex vivo. Plusieurs fils de byssus ont été analysés en 

imagerie afin d'étudier la distribution de l'uranium. Comme décrit précédemment, les images 

ioniques 23Na+ et 40Ca+ permettent de distinguer la cuticule de la matrice, ces structures étant 

facilement identifiables sur les images. Les images de 238U+ permettent d'associer l'uranium 

accumulé dans les fils à la cuticule. Ces résultats sont aussi observés sur d’autres fils de byssus 

analysés (Annexe Figure 101). De plus, la Figure 75 met en évidence un gradient d’uranium 

dirigé de l'extérieur (cuticule) vers l'intérieur (matrice). 

 

23Na 238U 

  
238U/23Na Image optique 

  
 

     

 atrice

Cuticule

          

 atrice

Cuticule
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Figure 75. Comparaison des images ioniques réalisées au niveau du byssus à la suite d’une 

contamination ex vivo à l’uranium., image ionique du 23Na+, du 40Ca+ et de 238U+, superposition 
238U+ (rouge)/23Na+ (vert), et superposition 238U+ (rouge)/ 40Ca+ (vert),Image optique les 

flèches vertes permettent de visualiser l’orientation des images. Les carrées et les numéros 

correspondent à différents agrandissements. Barre d’échelles 50 et 20 m  

(raster 200 m ×200 m 5nA). 
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Ce phénomène pourrait indiquer une certaine perméabilité de la cuticule du byssus vis-

à-vis du cation uranyle. En considérant la distribution de l'uranium dans le byssus ainsi que les 

conditions expérimentales, il est probable que cette répartition soit liée à la présence de 

molécules chélatantes, qui sont majoritairement présentes au niveau de la cuticule. L'hypothèse 

la plus plausible serait la complexation de l'uranium par les protéines mfp, principalement 

mfp-1, ce complexe peut être simplifié par un complexe catéchol-uranyle (Figure 76). Cette 

protéine, riche en groupes DOPA (jusqu'à 15 % molaire), est présente au niveau de la cuticule, 

et son rôle dans la complexation de métaux tels que le fer ou le vanadium a été démontré 

(McCartney, 2021; Mesko et al., 2021). La présence d'uranium en faible quantité dans la matrice 

pourrait s'expliquer par une perméabilité du collagène. De plus, la présence de groupes DOPA 

en très faible quantité (>1 % molaire) dans la matrice pourrait jouer un rôle dans sa 

séquestration.  

 

Figure 76.Complexe possible DOPA-uranyle (UO2) par la protéine mfp-1 au niveau de la 

cuticule du byssus. 

c) Glande digestive  

Les structures de la glande digestive sont visibles sur la Figure 77 où l’on distingue 

comme précédemment décrit la présence d’une couche monocellulaire formant des tubules avec 

en leur centre la présence d’une lumière.  

Les images ioniques de cette zone ont été obtenues dans un premier temps avec le 40Ca+ 

afin de pouvoir repérer les structures histologiques. L’image du 238U+ permet d’obtenir des 
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informations sur sa répartition dans la glande digestive à l’échelle cellulaire. On constate dans 

un premier temps que l’uranium est réparti de manière hétérogène sur les images ioniques. En 

effet, on distingue des zones dans lesquelles l’uranium est totalement absent, ce qui semble 

correspondre au « vide » observé sur l’image optique. Au niveau des structures tubulaires, on 

peut distinguer la présence d’uranium, sa répartition est définie par les mêmes limites que celles 

du calcium. On distingue également la présence de deux amas circulaires intenses sur l’image 

ionique du 238U+, ces amas semblent corrélés avec la présence de ce qui pourrait être des 

vacuoles observables sur l’image histologique. La présence hétérogène de l’uranium dans la 

structure cellulaire pourrait être liée à des vacuoles dans un stade de maturité différent. 

 

Figure 77. Comparaison des images ioniques réalisées au niveau de la glande digestive, moule 

exposée à de l’eau de mer dopée à l’uranium, image ionique du 40Ca+, du 238U+, superposition 
238U+ (rouge)/40Ca+ (vert), Image optique. Les flèches vertes permettent de visualiser 

l’orientation des images. Les pointillés repèrent la structure cellulaire Barre d’échelles 50 et 

10 m (raster 200 m ×200 m 5nA)  

Ces résultats mettent en évidence l’accumulation de l’uranium dans les cellules 

hépatiques. Nous avons pu démontrer la présence d’uranium au niveau des tubules hépatiques 

40Ca 238U 

  
238U/40Ca Image optique 
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lorsque les moules sont exposées à 5×10-5 M d’uranium pendant 12 jours. Ces résultats 

permettent de confirmer les observations de Chassard et ses collaborateurs qui avaient pu 

montrer la présence d’uranium au niveau des tubules chez M. eludis. contaminé avec une 

concentration d’uranium de 10 g.g-1 pendant 30 jours (Chassard-Bouchaud and Escaig, 1984). 

Notre travail apporte une meilleure résolution à l’échelle subcellulaire en observant la présence 

d’amas d’uranium très localisés et associés à certaines cellules. Cependant nous n’avons pas pu 

déterminer le type de cellule impliqué et d’autres analyses histologiques seraient nécessaires. 

De plus, les analyses MET (Image non fournie) n’ont pas permis d’observer la présence de 

formes denses aux électrons qui pourraient être associées à la présence de microaiguilles ou de 

granules de phase condensées d’uranium dans la glande digestive tel que décrit par Chassard et 

ses collaborateurs (Chassard-Bouchaud and Escaig, 1984). La synthèse de nos observations 

permet de nous diriger vers la présence d’une forme moléculaire de l’uranium dans les tubules 

hépatiques. Il n’est pas exclu que la formation de granules ou d’aiguilles puisse se produire 

lorsque les animaux sont exposés pendant des périodes plus longues.  

d) Conclusion 

Ces travaux ont permis de cartographier l'uranium à plusieurs échelles. Les données 

issues de la spectrométrie sont essentielles pour localiser l'uranium dans les différentes 

structures cellulaires et comprendre les mécanismes d'accumulation. 

Nous avons réussi à démontrer l'internalisation de l'uranium au niveau de la glande 

digestive, plus précisément au niveau des tubules hépatiques, grâce aux images ioniques et aux 

cartographies de fluorescence X. Cette internalisation hétérogène suggère l'implication de 

certaines cellules et indique la présence d'uranium sous forme moléculaire. 

Les expériences menées sur le byssus ont révélé des différences dans la répartition de 

l'uranium entre la cuticule et la matrice. Ces différences de composition peuvent expliquer les 

variations de répartition. La présence d'uranium à la suite des contaminations ex vivo pourrait 

indiquer des mécanismes d'adsorption, avec la présence d'uranium au niveau de la cuticule. Les 

byssus issus des contaminations in vivo pourraient être liés à des processus de détoxification. 
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Ces données permettent de décrire les structures impliquées dans l'accumulation de 

l'uranium. Notre objectif est de coupler ces résultats avec des études de spéciation pour obtenir 

des informations sur la complexation de l'uranium dans la glande digestive et le byssus. 

IV. Étude de la spéciation de l’uranium chez la moule 

1) Étude de la spéciation par XAS 

Les échantillons de tissus mous de moules analysées ont été préparés à partir de moules 

exposées à des concentrations d’[U] = 5×10-5 M pendant 12 jours. Le byssus a été exposé 

ex vivo à plusieurs concentrations d’uranium : 10-5 ; 5×10-4 ; 5×10-5 M pendant 12 jours. Cette 

contamination a été sélectionnée dans le but d'obtenir des spectres EXAFS susceptibles de 

refléter des mécanismes de surface, en se libérant de la présence d'uranium dans la matrice. De 

plus, cette méthode de contamination permet d'obtenir une quantité de matière suffisante pour 

l'étude de la spéciation. 

Les analyses EXAFS ont été réalisées sur des pastilles au seuil LII de l’uranium 

(20 948 eV), à température ambiante. 

Les spectres XANES comparant le pied, les branchies et le manteau sont présentés 

Figure 78. Les résultats montrent des spectres similaires et caractéristiques de la présence de 

l’uranyle. Le bruit de ces spectres est important, ce qui est incompatible avec l’acquisition de 

spectres EXAFS.  

Comme nous l’avons vu précédemment, la glande digestive et le byssus sont les deux 

structures qui d’une part accumulent le plus d’uranium et d’une autre part peuvent refléter des 

mécanismes d’accumulation impliquant des voies différentes. La Figure 79 compare les 

spectres XANES de la glande digestive et du byssus (contamination ex vivo) avec un profil 

typique de l’uranyle. 
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Figure 78. Comparaison des spectres XANES obtenus dans le pied, la branchie, le manteau et 

une référence de Liebigite. 

 

Figure 79. Comparaison des spectres XANES obtenus dans le byssus à la suite d’une 

contamination ex vivo [U]=5×10-4 M et dans la glande digestive 

Les ajustements des spectres EXAFS de la glande digestive et du byssus sont présentés 

Figure 80. Tout d’abord une approche qualitative montre des différences significatives des 

spectres au niveau des oscillations, ce qui reflète une différence sur l’environnement de 
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l’uranyle. Nous détaillerons ci-dessous les modèles utilisés pour les ajustements des spectres 

de la glande digestive et du byssus. 

 

 

Figure 80. Spectres EXAFS expérimentaux de la glande digestive et du byssus (contamination 

ex vivo) au seuil LII de l’uranium. Courbe expérimentale (ligne continue), courbe ajustée 

(cercle). 

a) Glande digestive 

La glande digestive a été ajustée en k² dans l‘espace R entre 1 et 3,5 Å après 

transformation de Fourier en utilisant une fenêtre de Hanning dans l’intervalle k (3,3-10 Å-1). 

Nous avons réalisé cet ajustement de la glande digestive en utilisant trois modèles différents. 

Un modèle avec des fonctions thiolates permet de mimer le site de complexation des 

métallothionéines riches en cystéines, toutefois les thiols sont peu affins de l’uranyle. C’est 

pourquoi deux autres modèles avec des fonctions carboxylates et phosphate ont été utilisés en 

raison de leur importance dans la complexation de l’uranyle dans les matrices biologiques. Les 

paramètres d'ajustement sont présentés dans le Tableau 24. Les transformés de Fourier des 

spectres résultant des trois ajustements sont également fournis Figure 81. 
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Figure 81. a) Module de la transformée de Fourier, et b) partie imaginaire de la transformée 

de Fourier en k2χ (k) de la glande digestive avec les différents modèles : vert Phosphate, bleu 

carboxylate, noir thiol. Courbe expérimentale (ligne continue), courbe ajustée (cercle). 

i. Premier modèle : 4 oxygènes et 2 soufres 

Le premier modèle a été ajusté au spectre expérimental en utilisant une structure basée 

sur un complexe UO2 (S-2,6-Cl2C6H3)2 (C12N1O1H22)2 (Kannan et al., 2005). Ce complexe 

contient des fonctions thiols avec une distance U-Seq moyenne de 2,71 Å ainsi des fonctions 

amides avec une distance U-Oeq moyenne de 2,33 Å. Il est à noter que ce complexe 

uranyle-amide avec une distance comparable aux distances que l’on peut retrouver avec de 

complexes uranyle-carbonate/carboxylate monodentes (2,31-2,61 Å).  

La première sphère de coordination correspond aux deux atomes d'oxygène axiaux 

caractéristiques de l'oxocation uranyle, à une distance moyenne de 1,80 (2) Å. La deuxième 

sphère est composée d’un nombre d’atomes d'oxygène fixé à 4 à une distance moyenne de 2,30 

(2) Å et d’un nombre d’atomes de soufre fixé à 2 à une distance moyenne de 2,83 (10) Å. La 

présence de thiol améliore considérablement la qualité de l’ajustement comme présenté 

Figure 83.  
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Figure 82. Schéma de la structure du complexe uranyle-thiol (sphère bleue : Uranium, sphère 

rouge : oxygène, sphère jaune : soufre, sphère grise : carbone)(Kannan et al., 2005). 

 

Figure 83. a) Module de la transformée de Fourier, et b) partie imaginaire de la transformée 

de Fourier en k2χ (k) de la glande digestive avec thiol (noir) et sans thiol (bleu). Courbe 

expérimentale (ligne continue), courbe ajustée (cercle). 

ii. Deuxième modèle : 6 oxygènes et 3 phosphores 

Le deuxième modèle a été ajusté au spectre expérimental en utilisant une structure basée 

sur un complexe uranyle-phosphate (Kumar et al., 2019; Safi et al., 2013; Starck et al., 2017). 

La première sphère de coordination correspond aux deux atomes d'oxygène axiaux 

caractéristiques de l'oxocation uranyle, à une distance moyenne de 1,72(6) Å. La deuxième 
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sphère est composée d’un nombre d’atomes d'oxygène fixé à 6 à une distance moyenne de 

2,25 (2) Å et d’un nombre d’atomes de phosphore fixé à 3 à une distance moyenne de 

3,31 (30) Å. 

iii. Troisième modèle : 6 oxygènes 

Le troisième modèle a été ajusté en utilisant une structure simple composée uniquement 

d’atome d’oxygène comme dans le cas des carboxylates. La première sphère de coordination 

correspond aux deux atomes d'oxygène axiaux caractéristiques de l'oxocation uranyle, à une 

distance moyenne de 1,74 (1) Å. La deuxième sphère est composée d’un nombre d’atomes 

d'oxygène fixé à 6 à une distance moyenne de 2,29 (10) Å. D’autres tentatives d'ajustement en 

utilisant un modèle de carbonate avec de la Liebigite pur (Ca2 (UO2) (CO3)3 11 H2O) ont produit 

des résultats insatisfaisants. 

Tableau 24. Paramètres structurels obtenus à partir de l'ajustement des données EXAFS dans 

la glande digestive. 

Échantillon Première couche : Oax  

 

Deuxième couche 

 

Paramètre 

d’ajustement 

1er modèle 

Oxygène + 

Thiol 

2 Oax (fixé)  

à 1,75 (2) Å 

σ²=0,0013 Å² 

4 (fixé) Oeq  

à 2,31 (3) Å 

σ²=0,0055 Å² 

2 (fixé) Seq  

à 2,83 (1) Å 

σ²=0,011 Å² 

S0²= 1,1 

e0=-3,08 eV  

Facteur R = 0,7 % 

2ème modèle  

Oxygène + 

Phosphate 

2 Oax (fixé)  

à 1,72 (6) Å 

σ²=0,0013 Å² 

6 (fixé) Oeq à 2,25 (3) Å 

σ²=0,001 Å² 

3 (fixé) P  

à 3,31 (30) Å 

σ²=0,013 Å² 

S0²= 1,1 

e0=-11,1 eV  

Facteur R = 0,9 % 

3ème modèle  

Oxygène  

2 Oax (fixé)  

à 1,74 (1) Å 

σ²=0,0013 Å² 

6 (fixé) Oeq à 2,29 (1) Å 

σ²=0,002 Å² 

S0²= 1,1 

e0=-3,63 eV  

Facteur R = 4,4 % 

 

iv. Synthèse 

Un grand nombre de données existent concernant la complexation du cation uranyle 

avec des molécules bioorganiques (Pible et al., 2006). Les valeurs pour les distances U-

Oeq se situent entre 2,31 et 2,61 Å lorsque l'uranyle est complexé avec des carboxylates 
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monodentes, et entre 2,41 et 2,84 Å avec des carboxylates bidentés. Dans la littérature, 

nous n'avons pas pu trouver d'exemples de structures protéiques impliquant une fonction 

thiol dans la complexation de l'uranyle. En effet, comme expliqué précédemment, 

l'uranyle est un cation dur, tandis que les thiolates sont des bases molles, ce qui induit 

un mauvais recouvrement orbitalaire. Le choix de ce modèle composé de thiolate prend 

en considération à la fois des fonctions thiols et des amides qui, dans le cadre de notre 

ajustement, ne peuvent pas être distingués des carboxylates/carbonates. 

Après l'ajustement du spectre expérimental avec les modèles thiolate et phosphate, nous 

pouvons mettre en évidence une spéciation différente de l'uranyle par rapport au 

complexe tricarbonato, qui est l'espèce majoritaire dans l'eau de mer. Le complexe 

uranyle-tricarbonato est considéré comme étant un complexe qui n'entre pas dans la 

bioaccumulation. Les résultats obtenus montrent que l'uranyle dans la glande digestive 

a une spéciation différente et pourrait être reconnu par des protéines. En effet, les 

ajustements comprenant les thiols et les phosphates sont les plus pertinents pour décrire 

le spectre expérimental de la glande digestive, tandis que le modèle contenant 

uniquement les atomes d'oxygène se révèle être moins représentatif. Toutefois, le 

modèle avec les ligands phosphates montre une distorsion relativement importante de la 

distance moyenne U-P, qui est plus courte que les distances moyennes reportées dans la 

littérature (3,61 Å) (Kumar et al., 2019; Safi et al., 2013; Starck et al., 2017). Les 

spectres étant relativement bruités, nous ne pouvons donc pas exclure la présence de ces 

phosphates bien que nous le jugions peu probable. 

Ces analyses suggèrent que l'uranyle est coordonné dans la glande digestive par des 

molécules organiques pouvant impliquer des atomes d'oxygène et de soufre. On suppose 

que les métalloprotéines, qui sont des protéines riches en sulfhydryle, pourraient être 

impliquées dans la complexation de l'uranyle dans la glande digestive. De plus, le rôle 

de ces protéines est cohérent avec la complexation de métaux lourds et leurs 

implications dans les voies de détoxification. 
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b) Byssus 

Le signal EXAFS a été ajusté en k² dans l'espace R entre 1 et 5 Å après transformation 

de Fourier en utilisant une fenêtre de Hanning dans l'intervalle k (3,2-11,3 Å⁻¹) pour le byssus. 

L'ajustement du spectre EXAFS a été réalisé en utilisant la structure du complexe UO2[TAM 

(HOPO)2]
2- comme modèle, et ce choix a été motivé par plusieurs raisons (Szigethy and 

Raymond, 2011). Tout d'abord, de nombreuses tentatives d'ajustement infructueuses ont été 

effectuées en utilisant divers types de ligands tels que les phosphates, les thiols, les histidines, 

les carbonates, les carboxylates, etc. Les résultats obtenus à la suite des imageries SIMS nous 

ont permis de comprendre que l'uranium pouvait être accumulé au niveau de la cuticule des fils 

de byssus, nous fournissant des informations essentielles sur sa spéciation. De plus, la présence 

de groupes DOPA au niveau de la cuticule est connue pour complexer des métaux tels que le 

fer et le vanadium (Mesko et al., 2021). Nous avons cherché une structure cristallographique 

proche des groupes DOPA présents dans les mfp-1 et contenant le cation uranyle pour l'utiliser 

comme modèle pour nos ajustements EXAFS. La Figure 84 permet de comparer le motif 

hydroxypyridinone-amide (HOPO) sélectionné pour les ajustements EXAFS au motif 

catécholamine (CAM) présent dans la protéine mfp-1 (Gorden et al., 2003; Priemel et al., 2020). 

Ces chélates similaires aux catéchols sont basés sur des groupements hydroxypyridinone, 

désignés sous le terme "HOPO" dans la littérature. 

 

Figure 84. Exemple de motif catéchol et hydroxypyridinone et DOPA . 
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Tableau 25. Paramètres structurels obtenus à partir de l'ajustement des données EXAFS du 

byssus. 

Échantillon 
Première couche : 

Oax 
Deuxième couche Troisième couche 

Paramètre 

d’ajustement 

Fils de byssus 

2 Oax (fixé) à 1,80 

(2) Å 

σ²=0,003 Å² 

5 (1) Oeq à 2,45 (5) Å 

σ²=0,013 Å² 

5 (1) C à 3,5 (3) Å 

σ²=0,003 Å² 

S0²= 1,1 

e0= 5,53 eV 

Facteur R = 0,7 % 

 

Les paramètres d'ajustement sont répertoriés dans le Tableau 25. Les valeurs obtenues 

par l'ajustement des spectres EXAFS montrent que la première sphère de coordination est 

constituée de 2 liaisons U-Oax à une distance typique de 1,80 (2) Å, et de 5 (1) atomes 

d’oxygène impliqués dans la liaison U-Oeq à une distance moyenne de 2,45 (5) Å dans la 

deuxième sphère de coordination. La troisième sphère est composée de 5 (1) atomes de 

carbones à une distance U-C de 3,5 (2) Å. Deux chemins de diffusion multiples ont été inclus 

(liaisons Oax-U-Oax et U-Oeq-C) pour significativement améliorer la qualité de l'ajustement. 

Les distances obtenues à partir de notre ajustement sont comparables aux distances U-Oeq (2,40 

Å) et U-C (3,24 Å) dans les structures cristallines du complexe UO2[TAM (HOPO)2]
2-. Wang 

et ses collaborateurs ont calculé par DFT (density functional theory) la distance de la liaison 

entre l’uranyle et des groupes fonctionnels HOPO qui est comprise entre 2,41-2,42 Å (Wang et 

al., 2019). De plus, la constante de complexation U (VI)-catéchol est favorable à sa stabilité 

(log Kml=15,9) (Durbin et al., 1997). Plusieurs ligands contenant deux, trois ou quatre groupes 

de liaison métallique bidentate de type catécholate ou hydroxypyridonate, conçus pour la 

chélation in vivo d'autres actinides, ont montré leur efficacité lors d'évaluations chez la souris 

pour la chélation in vivo de l'U (VI) (Durbin et al., 2000). Ces résultats ne sont pas surprenants 

étant donné que des travaux ont montré qu’il était possible de réaliser l'extraction de l'uranium 

en solution à l'aide de catéchols modifiés. Deux résines préparées avec des CAM ont montré 

des capacités d'absorption de l'uranium (VI) allant jusqu'à 400 mg.g-1 et des taux d'extraction 

de plus de 95 % dans des solutions riches en ions (Sr, Ca, Mg, K, Na) (Mossand et al., 2023).  

En résumé, nos résultats ont permis de mettre en évidence une probable interaction entre 

l'uranium et les protéines présentes au niveau de la cuticule du byssus. Comme précédemment 
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décrite, la cuticule est riche en protéines de type mfp contenant une grande quantité de DOPA. 

On pourrait envisager la formation d’un complexe impliquant trois résidus DOPA bidentes. Ces 

résultats sont les premiers à pouvoir décrire la spéciation de l’uranyle dans le byssus.  

 

Figure 85. a) Module de la transformée de Fourier, et b) partie imaginaire de la transformé de 

Fourier en k2χ (k) du byssus. Courbe expérimentale (ligne continue), courbe ajustée (cercle). 

2) Spectres SLRT de moules exposées à l’uranium  

Les moules utilisées pour les analyses SLRT ont été contaminées selon les mêmes 

conditions que celles des expériences EXAFS, dans le but de permettre une comparaison des 

résultats. Les échantillons de la glande digestive ont été préparés à partir de moules exposées à 

une concentration de [U] = 5×10-5 M pendant une période de 12 jours (voir les détails dans la 

section Matériaux et méthodes). Les données relatives au byssus n'ont cependant pas été 

mentionnées, puisque lors des mesures, nous n'avons pas réussi à résoudre les problèmes liés à 

la diffraction du faisceau sur les fils de byssus. 

La Figure 86 présente les spectres SLRT de la glande digestive à différents temps de 

retard. Les spectres ont été acquis avec des délais variables de temps de retard et une ouverture 

de 100 μs. Les résultats révèlent la présence d'espèces ayant une courte durée de vie (< 500 ns) 

dans la plage de longueurs d'onde comprise entre 330 nm et 470 nm, correspondant à des 

espèces organiques fluorescentes présentes dans la matrice biologique (Annexe Figure 102). 

Malgré une ligne de base plus élevée à de faibles temps de retard, la présence de ces espèces à 

courte durée de vie est observée en dehors de la plage caractéristique des longueurs d'onde de 
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l'uranium. La présence d'espèces fluorescentes a été constatée quelles que soient les conditions 

expérimentales avec un temps de retard inférieur à 900 ns. 

 

Figure 86. Spectres de fluorescence de la glande digestive de moule exposée à de l’eau de mer 

dopée. 

Dans la glande digestive, les longueurs d'onde de fluorescence de l'uranium sont 

localisées à 502-520-544-575 nm (avec un temps de retard de 500 ns). Un léger décalage 

bathochrome entre le maximum des pics pour un temps de retard de 500 ns et un temps de retard 

de 100 μs s'observe, suggérant la présence d'au moins deux espèces possédant différentes durées 

de vie et longueurs d'onde dans la glande digestive. Afin de confirmer cette hypothèse, la durée 

de vie (τ) a été calculée en utilisant une équation de type décroissance monoexponentielle : 

𝐼 =  𝐴0𝑒−
𝑥

𝜏. Mais cette démarche montre certaines limitations dans la description des résultats 

expérimentaux.  

La Figure 87 montre l’ajustement des valeurs avec une équation de type décroissance à 

bi-exponentielle : 𝐴1 × 𝑒−
𝑥

𝜏1 + 𝐴2 × 𝑒−
𝑥

𝜏2 . Deux temps de vie τ1=0.7 μs et τ2=53 μs ont été 
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obtenus. En raison du bruit présent dans les spectres, l'utilisation d'un ajustement avec une tri-

exponentielle n'a pas été envisagée. 

 

Figure 87. Ajustement de la décroissance de la fluorescence à l'aide d'une fonction bi-

exponentielle. 

Comme décrit précédemment, les spectres SLRT sont comparés à des références tirées 

de la littérature disponible dans le Tableau 26. Ces références contiennent des informations sur 

les durées de vie, les longueurs d'onde maximales et les espèces caractérisées. Ces informations 

constituent une "empreinte" moléculaire qui est liée à la spéciation.  
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Tableau 26. Données spectroscopiques (longueur d’onde, temps de vie) de la glande digestive 

provenant de moule exposée à de l’eau de mer dopée en uranium et la comparaison avec des 

données de la littérature (Liste non exhaustive).  

Complexe U (VI)  
Longueur d’onde 

 (nm) 

Temps de 

vie 

 (μs) 

Références 

Expérimental   502 520 544 571 0,7 Ce travail 

Expérimental   503 523 549 575 54 Ce travail 

UO2 (OH)3
-  482 499 519 543 567 0,8 

(Moulin et 

al., 1998) 

Eau de mer dopée [U] 

= 5×10-5 M 
465 485 505 526 551  2,9-9,5 

(Maloubier 

et al., 

2015) 

UO2OSi (OH)3
+   500 521 544 570 19 

(Moll et 

al., 1998) 

Montmorillonite   504 525 549 575 80-110 

(Chisholm-

Brause et 

al., 2001) 

Liebigite 
466,

9 

483,

1 

502,

8 

524,

1 

545,

9 

571,

9 
313 

(Amayri et 

al., 2005) 

UO2PO4
-   499 520 544 571 24 

(Scapolan 

et al., 

1998) 

Uranyle-HEDP (pH 

5) 
  496 519 545 572 110 

(Jacopin et 

al., 2003) 

UO2 (IO3)2   501 522 545 572 <2 

(Karbowia

k et al., 

2004) 

Ca2UO2 (CO3)3 465 484 504 526 555  0,043 
(Ambe et 

al., 2014) 

 

Les résultats démontrent que l'uranyle est complexé par plusieurs espèces différentes 

dans la glande digestive. Comme expliqué précédemment, la présence d'uranium dans divers 
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compartiments subcellulaires pourrait être liée à différentes formes chimiques. Nous avons 

confronté nos résultats à des données disponibles dans la littérature sans parvenir à trouver de 

similitudes. Néanmoins, la présence d'uranium sous forme de tricarbonate peut être exclue, ce 

qui renforce l'idée d'un changement de spéciation de l'uranium dans la glande digestive. Une 

voie possible pour améliorer les résultats serait d'effectuer des étapes de fractionnement 

subcellulaire (voir partie Matériels et méthodes) et d'acquérir des spectres de fluorescence des 

espèces présentes. Ceci permettrait d'améliorer la déconvolution des spectres et d'observer si 

les espèces sont réparties de manière ubiquitaire dans les compartiments. Enfin, certains 

candidats intéressants pourraient être utilisés comme spectre de références tels que les 

métallothionéines pour comparer avec les résultats expérimentaux obtenus. 

3) Spectres FTIR de byssus contaminés ex vivo 

Des fils de byssus ont été récoltés à partir de moules non contaminées (ex vivo), puis 

exposés à différentes concentrations d'uranium (10-3 M et 10-4 M) pendant 12 jours (voir partie 

Matériels et méthodes). 

Les spectres infrarouges du byssus (Figure 88), bien que complexes, peuvent être 

comparés à des références de collagène ainsi qu'à d'autres spectres infrarouges du byssus 

disponibles dans la littérature. La région située entre 900 et 985 cm-1 fournit des informations 

sur la présence de l'uranyle, cette fréquence correspond à la vibration asymétrique de la liaison 

U-Oyl. La fréquence de cette vibration est influencée à la fois par le nombre et la nature des 

ligands équatoriaux. Lorsque la contribution électronique des ligands est élevée, la fréquence 

de la vibration diminue ainsi que la force de liaison U-Oyl. On observe sur le spectre infrarouge 

du byssus exposé à 10-3 M d’uranium la présence d’un pic à 907 cm-1 correspondant à la 

vibration asymétrique de l’uranyle. Il est également à noter que les échantillons exposés à une 

concentration de 10-4 M (spectres non présentés) sont comparables aux échantillons contrôles 

et ne montrent pas de pic attribuable à l'uranyle dans les spectres infrarouges. 
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Figure 88. Spectres infrarouge (FTIR) du byssus (rouge) exposé ex vivo à de l’eau de mer dopée 

en uranium et byssus contrôle. 

Cette description semi-qualitative révèle un motif caractéristique du collagène, avec des 

régions correspondant à l'amine I autour de 1630 cm-1, à l'amide II à 1507 cm-1 et à l'amide III 

à 1225 cm-1 (Belbachir et al., 2009). Des épaulements observés à 1260 cm-1 et 1492 cm-1 au 

niveau de ces pics pourraient indiquer la présence de la DOPA, correspondant respectivement 

à l'étirement C-O et au cycle aromatique de la DOPA (Fant et al., 2010).  

Cependant aucune différence significative dans la région attribuable au collagène 

n'indique la complexation de l'uranium avec certaines de ces fonctions chimiques. 

4) Conclusion 

Ces travaux ont permis de déterminer la spéciation de l'uranium dans la glande digestive 

et le byssus de moules exposées à de l'eau de mer dopée à l'uranium. Les résultats de l'imagerie 
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ont été utilisés pour fournir des informations sur la localisation de l'uranium, permettant ainsi 

d'élucider sa spéciation dans la moule. Dans l'eau de mer, l'uranium se présente sous la forme 

du cation neutre (Ca/Mg)2UO2 (CO3)3. Cependant, nous avons pu mettre en évidence une 

spéciation différente dans la glande digestive et le byssus. 

Dans la glande digestive, les mesures SLRT suggèrent la présence de plusieurs espèces 

distinctes. De plus, les mesures XAS montrent la présence de complexes d'uranium contenant 

des fonctions thiol et des groupes oxygène qui pourraient être des carboxylates. Dans la glande 

digestive, la présence de protéines participant au processus de détoxification, telles que les 

métallothionéines, pourrait jouer un rôle dans la complexation de l'uranium. Les 

métallothionéines sont des protéines chélatantes riches en fonctions thiol, ce qui leur permet 

de complexer de nombreux métaux lourds, y compris potentiellement l'uranium. 

Grâce à l'imagerie, nous avons pu associer l'accumulation de l'uranium à la partie 

externe correspondant à la cuticule du byssus. Cette structure est composée de la protéine 

mfp-1, riche en DOPA, ayant la capacité de chélater des métaux. Les fonctions catéchols sont 

connues pour leur capacité à séquestrer de nombreux actinides. L'étude de la spéciation de 

l'uranium dans le byssus suggère l'implication d'un complexe catéchol-uranyle. Il est plausible 

que les mfp-1 puissent complexer l'uranium au niveau de la cuticule du byssus. 
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L'objectif de cette thèse était de comprendre les mécanismes d'accumulation des 

radionucléides chez les organismes bivalves en utilisant la moule Mytilus galloprovincialis 

comme organisme modèle. Dans le cadre de ce projet, nous avons étudié deux métaux : le 

cobalt, un élément essentiel aux processus biologiques, dont le radioisotope (60Co) est 

couramment présent dans les effluents liquides des centrales nucléaires, et l'uranium, un métal 

de la famille des actinides qui intervient dans le cycle du combustible. 

Le milieu marin est un système complexe en raison de la présence de nombreux ions, 

anions et de molécules qui ont la capacité de complexer les ions métalliques. Les radionucléides 

dans le milieu marin peuvent avoir une origine naturelle, mais ils peuvent également résulter 

des activités nucléaires humaines. Bien que les accidents nucléaires liés à ces activités soient 

rares, ils suscitent des préoccupations majeures et demeurent un sujet de société important. Le 

manque de données sur la spéciation des radionucléides chez les organismes marins limite notre 

compréhension des risques associés à leur présence dans les océans. Une réponse parcellaire à 

cette question consiste à utiliser des organismes modèles dans le cadre de programmes de 

biosurveillance du milieu marin afin de cartographier la pollution des océans. 

L'accumulation des métaux chez les organismes marins dépend à la fois de l'espèce 

considérée et de la forme chimique du métal. Des facteurs biologiques, tels que la demi-vie 

biologique et la présence de métabolites spécifiques, peuvent favoriser la complexation des 

métaux et modifier les cinétiques d'accumulation. D'autres caractéristiques environnementales, 

comme le site de prélèvement des individus, peuvent également influencer l'accumulation de 

métaux, y compris les radionucléides. Les moules sont des organismes sentinelles qui 

accumulent un grand nombre de radionucléides, reflétant ainsi l'état de pollution de leur 

environnement. Cependant, les quantités accumulées dans leur environnement naturel ne sont 

bien souvent pas compatibles avec les mesures de spéciation, ce qui rend nécessaire la 

réalisation d'expériences en laboratoire. 

Ces études de spéciation sont cruciales pour comprendre les mécanismes d'accumulation 

chez les organismes marins et la toxicité de ces éléments le long de la chaîne alimentaire. Bien 

que les formes physico-chimiques utilisées pour les contaminations lors de ce travail soient 

considérées comme relativement peu biodisponibles dans les organismes marins, elles 

représentent la majorité des composés présents dans l'eau de mer. Le cobalt se trouve 
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principalement sous forme libre à l'état d'oxydation (+II) dans l'eau de mer, tandis que l'uranium 

se présente sous forme d'oxocation UO2
2+, dont le complexe (Ca/Mg)2UO2 (CO3)3 est la forme 

prédominante. L'assimilation de ces éléments par des organismes vivants peut entraîner un 

changement de spéciation et avoir un impact sur leur toxicité. 

Les travaux menés au cours de cette thèse ont été réalisés en combinant la 

quantification, l'imagerie et la spéciation. Cette approche, peu fréquemment utilisée pour 

étudier les processus d'accumulation des radionucléides, permet de compenser le manque 

d'informations disponibles dans la littérature lié à l'utilisation de différents organismes et 

méthodes. Grâce à ce travail, nous avons pu partiellement élucider la spéciation du cobalt et 

de l'uranium dans certains organes de la moule M. galloprovincialis. 

Nous avons effectué des prélèvements dans deux sites présentant des caractéristiques 

physico-chimiques environnementales différentes, ce qui nous a permis de comparer 

l'accumulation de ces éléments dans les moules et de comprendre leur impact. Le site de 

Villefranche-sur-Mer est considéré comme une zone non polluée, tandis que la petite rade de 

Toulon présente des concentrations élevées de métaux lourds. 

Pour le cobalt, la forme stable (59Co) a été principalement utilisée pour éviter les difficultés 

liées à l'utilisation de l'isotope radioactif. Cependant, une étude expérimentale utilisant le 

radiocobalt (60Co) à des concentrations très faibles (autour de 10-14 M) a permis de déterminer 

l'accumulation du cobalt dans la moule à des niveaux proches de ceux présents dans 

l'environnement. Les données obtenues à partir de différents organes (glande digestive, autres 

tissus mous, byssus) montrent que le facteur de concentration est le plus élevé dans le byssus, 

tandis que parmi les tissus mous, la glande digestive présente le facteur de concentration le 

plus élevé. Cette tendance est comparable à d'autres études réalisées sur des organismes 

bivalves. La glande digestive des mollusques participe aux processus de détoxification des 

métaux grâce à de nombreuses protéines détoxifiantes, telles que les métallothionéines. 

Une étude comparative des moules en fonction de leur origine met en évidence une 

accumulation significativement plus élevée de cobalt dans les moules provenant de la petite 

rade de Toulon par rapport à celles de Villefranche-sur-Mer. Les moules ont la capacité de 

s'adapter à leur environnement, notamment en régulant la production de certains métabolites 

qui augmentent leur tolérance à certains métaux ou contaminants. Notre étude révèle une 
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bioaccumulation spécifique à chaque site de prélèvement, qui pourrait être liée à la capacité des 

moules à s'adapter à la présence de métaux lourds. 

Nous avons également étudié la cinétique d'accumulation en comparant deux cohortes 

de moules exposées au cobalt pendant 12 jours et 60 jours. Ce type d'étude est très intéressant 

pour comprendre les cinétiques d'accumulation chez les mollusques. Nous avons pu montrer 

qu'après 12 jours, les organismes n'avaient pas atteint un état d'équilibre, et nous n'avons 

pas de preuve indiquant qu'un tel équilibre soit atteint après 60 jours d'exposition. 

De plus, la fragmentation subcellulaire a fourni des informations sur les mécanismes 

d'accumulation au niveau cellulaire. La séparation des différents compartiments dans la glande 

digestive a permis d'associer 42% du cobalt disponible aux protéines thermostables, 

notamment les métallothionéines. Le cobalt est essentiellement associé au compartiment 

cellulaire participant aux processus de détoxification. La présence de cobalt dans le cytosol 

suggère la présence d'une forme moléculaire de ce dernier. 

Afin de comprendre les processus d'accumulation des métaux dans la glande digestive 

et le byssus, il est nécessaire d'utiliser des outils spectroscopiques dédiés à l'imagerie pour 

étudier leur distribution. Des cartographies de fluorescence X ont révélé une distribution 

homogène du cobalt à l'échelle de l'organe dans la glande digestive et dans le byssus. La 

variation de la concentration de cobalt n'a pas eu d'impact sur la répartition dans les organes, 

qui est restée homogène. Le degré d'oxydation +II du cobalt a été déterminé en comparant les 

spectres XANES expérimentaux obtenus à partir des échantillons cartographiés avec plusieurs 

références de cobalt. L'assimilation du cobalt par les organismes vivants se fait 

préférentiellement sous forme de sa forme biologiquement active, la cobalamine. Cette 

vitamine contient un atome de cobalt au degré d'oxydation +III. L'approche utilisée pour les 

contaminations est basée sur la forme majoritaire du cobalt dans le milieu marin (Co+II), la 

cobalamine ne représentant qu'une petite fraction du cobalt disponible (1/1000). Par 

conséquent, il apparaît crucial d'approfondir les études de spéciation sur ces deux formes de 

cobalt, qui montrent des assimilations différentes pouvant être liées à des mécanismes 

d'accumulation distincts. Il serait ainsi intéressant dans le futur de déterminer plus précisément 

les différences de spéciation in vivo résultant de contaminations par des formes solubles (Co+II 

et cobalamine) et par l'alimentation en phytoplancton, qui est une source de cobalt. 
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Afin d'obtenir des informations à l'échelle cellulaire, des analyses SIMS ont été menées 

pour visualiser les structures subcellulaires. Dans le byssus, le cobalt au niveau de la 

cuticule (partie externe) apparaît plus concentré qu'au niveau de la matrice (partie interne). Ces 

observations sont cohérentes avec la présence de nombreuses protéines capables de chélater les 

métaux au niveau de la cuticule. La présence du cobalt dans la matrice pourrait être liée à des 

processus de détoxification. 

Au niveau de la glande digestive, le cobalt est associé aux tubules hépatiques, et la 

présence d'amas intracellulaires pourrait être liée à certaines cellules digestives et à des 

fonctions de séquestration des métaux. Une étude préliminaire visant à la purification des 

métallothionéines par chromatographie d'affinité a confirmé leur présence dans la glande 

digestive des moules. L'exposition d'une fraction contenant les métallothionéines au cobalt a 

mis en évidence la complexation du cobalt avec ces protéines. Il faudrait purifier la protéine 

et étudier sa spéciation en utilisant des concentrations de protéines et de cobalt compatible avec 

les analyses EXAFS.  

La spéciation a été étudiée avec des analyses EXAFS qui ont montré que le cobalt dans 

le byssus et dans la glande digestive est principalement au degré d'oxydation +II. Dans le 

byssus, les spectres EXAFS ont mis en évidence l'implication de ligands catéchol bidentés. 

Ces résultats sont cohérents avec l'accumulation du cobalt au niveau de la cuticule du byssus 

(partie externe) et la présence de nombreuses protéines mfp-1 riches en DOPA 

(l-3,4-dihydroxyphénylalanine). Ces protéines ont la capacité de complexer des métaux tels que 

le fer, et les résultats suggèrent qu'elles peuvent également complexer le cobalt. L'étude 

EXAFS menée avec le byssus montre la présence de ligands catéchol bidentés formant des 

liaisons avec le cobalt. Dans la glande digestive, le cobalt est associé à des ligands thiolates. 

Ces résultats mettent en avant la formation d’un complexe de géométrie octaédrique. Il est 

probable que les métallothionéines de la glande digestive soient impliquées dans la 

séquestration du cobalt. En effet, la capacité des métallothionéines à complexer des métaux leur 

permet de former un complexe avec le cobalt dans ces sites de complexation riches en 

cystéines.  

Pour l’uranium, la forme stable de l'uranium dans l'eau de mer est le complexe Ca2UO2 

(CO3)3. L'uranium se présente au degré d'oxydation (+VI) sous la forme de l'oxocation uranyle 
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UO2
2+. Les expériences d'accumulation effectuées avec l'uranium mettent en évidence un 

facteur de concentration important dans le byssus et dans la glande digestive. Dans les 

expériences menées sur les moules provenant de Villefranche-sur-Mer et de la petite rade de 

Toulon, le facteur de concentration de l'uranium dans la glande digestive est significativement 

supérieur en comparaison des autres tissus mous. Cependant, il n'y a pas de différences entre 

les quantités totales d'uranium accumulées en fonction du lieu de prélèvement des individus. 

Les moules provenant de la petite rade de Toulon ont un facteur de concentration dans la glande 

digestive significativement plus important que les moules de Villefranche-sur-Mer. Ce 

comportement est attribué à l'adaptation des moules à leurs environnements, ce qui leur permet 

de concentrer efficacement l'uranium dans l'organe lié au processus de détoxification. 

Les cartographies de l'uranium avec une faible concentration d'exposition (10-5 M), par 

fluorescence X, montrent une répartition homogène de l'uranium à l'échelle de l'organe dans la 

glande digestive et le byssus. Les images ioniques obtenues dans la glande digestive indiquent 

des amas colocalisés avec les structures des tubules hépatiques. Deux méthodes de 

contamination différentes du byssus (in vivo et ex vivo) ont permis de distinguer une distribution 

de l'uranium différente. Lorsque la moule est exposée à de l'uranium et génère du byssus, 

ce dernier est concentré au niveau de la matrice. Le byssus est suspecté d’avoir un rôle 

important dans la détoxification de certains métaux. Cependant, les mécanismes ne sont pas 

bien établis, et il n'est pas possible de conclure sur la nature exacte de l'uranium au sein de la 

matrice. En revanche, les contaminations ex vivo du byssus permettent d'associer l'uranium 

à la cuticule du byssus avec une faible diffusion dans la matrice. En effet, la cuticule du byssus 

est composée en partie de protéines mfp-1 qui sont riches en DOPA, ce qui leur procure la 

capacité de chélater des métaux en formant des complexes stables (Fe, V). Des molécules 

contenant des catéchols ont permis de montrer leur capacité à pouvoir séquestrer des 

actinides (Am, U). De plus, la constante de complexation U (VI)-catéchol est favorable à sa 

stabilité (log KML=15,9). Ces caractéristiques permettent alors d'expliquer la présence de 

l'uranium qui pourrait également être complexé par ces protéines à la surface des fils de byssus. 

En complément, les analyses de microscopies électroniques n'ont pas permis d'identifier la 

présence d'éléments denses aux électrons indiquant une forme moléculaire de l'uranyle. 

L'étude de la spéciation de l'uranium dans la glande digestive et le byssus a permis de 

mettre en évidence la présence de l'uranyle (UO2
2+) avec un degré d'oxydation +VI. L'étude 
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EXAFS menée avec le byssus montre la présence de ligands catéchol bidentés formant des 

liaisons avec l'uranium. Ces résultats suggèrent que l'uranium est associé à la cuticule du byssus 

par la formation d'un complexe avec les protéines mfp-1 riches en DOPA. Ils indiquent que 

les DOPA peuvent chélater l'uranyle et le séquestrer au niveau de la cuticule. Approfondir ces 

mécanismes de chélation mfp-1-uranyle serait intéressant. Dans la glande digestive, l'étude 

EXAFS a mis en évidence la présence de ligands thiolates formant des complexes avec 

l'uranium. La présence de métallothionéines dans la glande digestive pourrait être responsable 

de la complexation de l'uranium. Les fonctions thiolates des métallothionéines leur confèrent 

la capacité de lier des métaux lourds. Il serait intéressant de poursuivre les études sur les 

mécanismes de chélation de l'uranyle par les métallothionéines. 

Concernant les perspectives de cette thèse, elles sont nombreuses. Comme nous l'avons vu, 

l'accumulation de cobalt et d'uranium dans les moules se fait principalement au niveau de la 

glande digestive et du byssus. Des études visant à extraire et purifier les protéines présentes 

dans la glande digestive permettraient d'étudier les complexes formés. Parmi ces protéines, les 

métallothionéines semblent être des candidats pertinents en raison de leur activité détoxifiante 

envers les métaux lourds. Les métallothionéines disposent de nombreux sites de complexation 

impliquant des cystéines, il serait intéressant de pouvoir déterminer le nombre de sites 

impliqués dans la complexation du cobalt et de l'uranium. En effet, les données que nous avons 

obtenues semblent indiquer que des thiols sont impliqués dans la complexation du cobalt et de 

l'uranyle, bien que ce dernier soit peu affin pour les thiols. Des études de modélisation 

moléculaire pourraient également permettre de mieux comprendre les sites de complexation. 

Ces résultats permettraient de confronter ces données théoriques avec des données 

expérimentales qui pourraient être effectuées avec des analyses EXAFS de ces protéines.  

Les études d'imagerie ont permis de montrer la présence de cobalt et d'uranium à 

l'échelle cellulaire dans la glande digestive. Il se pourrait que la répartition de ces éléments 

dépende d'une cinétique de contamination et nécessiterait des études de toxicocinétique. Il 

faudrait refaire une série de contaminations avec différents temps d'exposition et effectuer des 

analyses d'imagerie. La répartition des éléments pourrait évoluer au cours du temps, et il se 

pourrait que la spéciation puisse changer. En effet, de nombreux articles ont montré la présence 

de métaux sous forme condensée dans la glande digestive. 
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Dans le byssus, les résultats convergent vers la complexation du cobalt et de l'uranium 

par les protéines mfp-1 riches en DOPA. Ces protéines sont d'efficaces chélateurs de métaux 

tels que le fer ou le vanadium. Il semble relativement difficile au vu des propriétés du byssus 

de pouvoir extraire ces protéines. Cependant, l'utilisation de protéines recombinantes 

permettrait d'obtenir des quantités compatibles avec des outils de spéciation (SLRT, XAS, UV). 

Ce type d'étude permettrait d'analyser plus précisément les mécanismes de complexation et, 

plus largement, mieux comprendre le rôle de cette famille de protéines de manière générale. 

De manière générale, la méthodologie mise en place durant cette thèse, avec l'utilisation 

de techniques spectroscopiques et analytiques conjointement utilisées avec des sondes 

d’imagerie, peut être appliquée à d'autres radionucléides. Il serait intéressant de pouvoir étudier 

le plutonium, qui est un actinide très largement utilisé dans les activités nucléaires civiles et 

militaires, mais qui forme des hydroxydes insolubles dans l’eau de mer. 

.  
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I. Méthode de Griess : Quantification des nitrites 

Les nitrites sont quantifiés par la méthode de Griess qui permet de détecter les nitrites 

jusqu’à 1.0 M. Cette méthode se base sur la diazotization en présence de l’ion NO2
- puis 

copulation avec une amine aromatique (N- (1-naphthyl)-ethylenediamine) (Figure 89). Dans 

une cuvette de 3 mL, 100 L du réactif de Griess, 300 L de l’échantillon et 2,6 mL d’eau 

distillée sont ajoutés. Le mélange est incubé pendant 30 min à température ambiante. 

L’absorbance est mesurée à 548 nm, une calibration externe avec une solution standard de 

nitrite permet de déterminer la concentration des échantillons.  

 

Figure 89. Réaction de Griess permettant le dosage du nitrite 

Le contrôle des nitrites permet d’effectuer des changements d’eau dans le vivier et de 

suivre la qualité de l’eau de mer pendant les expériences. En bref, le taux de nitrites dans l’eau 

de mer est issu du cycle de l’azote constituant un cycle biogéochimique. La présence de 

substance organique va former de l’ammonium/ammonique qui est oxydé en nitrites par des 

bactéries puis des d’autres bactéries qui permettent de convertir les nitrites en nitrates. 

L’absence d’un nombre suffisant de bactéries permettant l’oxydation des nitrites provoque une 

augmentation de la concentration qui peut être nocive pour les individus. Bien que les nitrites 

ne soient pas toxiques pour les organismes marins, leurs présences en forte concentration 

perturbent l’équilibre des aquariums et provoquent l’apparition d’algue verte. Camargo 2005 
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II. Table des principales énergies gamma observable  

Tableau 27. Principaux éléments mesurables en spectrométrie gamma (source : Randalph S. 

Peterson). 
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III. Montage expérimental STLR 

Le laser Nd-YAG émettant à 1064 nm (Surelite Quantel) permet de délivrer une énergie 

de 10 mJ avec une impulsion de 10 ns à 10 Hz (Figure 90). La longueur d’onde de travail 

correspond à la troisième harmonique du laser (355 nm). Un jeu de miroir permet au laser de 

traverser la cuve en quartz contenant l’échantillon. Pour supprimer l’intensité transmise à 

travers l’échantillon, le laser est positionné de manière orthogonale par rapport au détecteur. 

Un boitier BNC assure la synchronisation de la caméra iCCD qui permet l’acquisition des 

spectres de fluorescence et la modification des paramètres pour la résolution temporelle (délais 

de retard (s), largeur de la fenêtre (s)).  

 

Figure 90. Schéma représentant un montage SLRT proche de celui utilisé. 
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IV. Porte-échantillons pour les analyses au synchrotron SOLEIL 

 

Figure 91. Haut : Porte-échantillons « roue » avec simple confinement pour les analyses -

XRF cobalt. Bas : Porte-échantillons avec double confinement pour les analyses -XRF et XAS 

uranium 
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V. Spectre gamma de l’eau de mer  

 

Figure 92. Spectre gamma de l'eau de mer. 
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VI. Test statistique  

1) Analyse de la variance ANOVA  

L’objectif est de pouvoir comparer les moyennes du facteur de concentrations dans les 

organes ou dans les moules entières pour mettre en évidence des différences significatives 

suivant les organes ou l’origine des moules. 

L'analyse de la variance (ANOVA) se concentre sur l'étude des différences de 

moyennes. L'utilisation d'une ANOVA permet d'identifier les différences entre deux groupes 

pour des variables de résultat spécifiques. L'analyse de la variance à un facteur (one-way) est 

appliquée lorsqu'un seul facteur de variation est pris en considération. 

Initialement, les hypothèses H0 (hypothèse nulle) et H1 (hypothèse alternative) sont 

définies de la manière suivante :  

𝐻0: 𝜇1 = 𝜇2 = ⋯ = 𝜇𝑘 = 𝜇  

𝐻1: 𝐿𝑒𝑠 𝑚𝑜𝑦𝑒𝑛𝑛𝑒𝑠 𝑛𝑒 𝑠𝑜𝑛𝑡 𝑝𝑎𝑠 𝑡𝑜𝑢𝑡𝑒𝑠 é𝑔𝑎𝑙𝑒𝑠 

Où x sont les moyennes des échantillons 

La somme des carrés intragroupe (𝑆𝑆𝑤) mesure la variance dans les groupes, ce qui 

correspond à la somme des carrés des différences entre chaque observation individuelle et la 

moyenne du groupe. 

𝑆𝑆𝑤 =  ∑ ∑  (𝑌𝑖𝑘 − �̅�)2

𝑁𝑘

𝑖=1

𝐺

𝑘=1

 

La somme des carrés inter-groupe (𝑆𝑆𝐸) est calculée comme l’addition des carrés des 

différences entre la moyenne de chaque groupe et la moyenne globale. 

𝑆𝑆𝐸 =  ∑ ∑(𝑌𝑖𝑘 − �̅�𝑘)2

𝑁𝑘

𝑖=1

𝐺

𝑘=1

 

Où 
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 𝑌𝑖𝑘= observation individuelle 

�̅� = moyenne globale du groupe 

�̅�𝑘 = moyenne globale des groupes 

𝐺 = le nombre de groupe  

𝑁𝑘 = la taille de l’échantillon dans le groupe k  

La statistique de test pour 𝐻0 

La somme des carrés est convertie en une valeur de « carrés moyens », en divisant la 

somme des carrés par les degrés de liberté :  

𝑑 ⅆ𝑙𝐵 = 𝐺 − 1 

𝑑 ⅆ𝑙𝑤 = 𝑁 − 1 

𝑀𝑆𝐵 =
𝑠𝑠𝐵

𝑑 ⅆ𝑙𝐵
 

𝑀𝑆𝑤 =
𝑠𝑠𝑤

𝑑 ⅆ𝑙𝑤
 

Enfin le rapport 𝐹 est obtenu en divisant le carré moyen intergroupe par le carré moyen 

intragroupe :  

𝐹 =
𝑀𝑆𝐵

𝑀𝑆𝑊
 

Une valeur élevée du rapport 𝐹 indique l’existence d’au moins une différence 

significative entre les moyennes du groupe au contraire une valeur de 𝐹 faible indique que les 

moyennes ne sont pas significativement différentes. La valeur 𝐹est utilisée pour mettre à 

l'épreuve l'hypothèse nulle, qui stipule qu'il n'y a pas de différences significatives entre les 

moyennes des groupes. 
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Pour simplifier, il est nécessaire de définir une valeur seuil afin de comparer le score 𝐹à 

cette valeur, permettant ainsi de rejeter ou non l'hypothèse nulle. Cette valeur seuil est 

généralement désignée par le terme "alpha" (e.g., 0,05 ou 0,01). Cette valeur seuil est utilisée 

pour évaluer la probabilité d'obtenir des résultats aussi extrêmes que ceux observés, si 

l'hypothèse nulle était vraie. Cette probabilité est représentée par la valeur p. 

La valeur p peut être obtenue à partir de tables de valeurs statistiques, mais elle peut 

également être calculée facilement à l'aide de logiciels statistiques tels qu'IBM SPSS Statistics. 

Lorsque la valeur p est inférieure à la valeur alpha préalablement choisie, pour une certaine 

valeur de 𝐹et de degrés de liberté spécifiques, alors l'hypothèse nulle peut être rejetée. Cela est 

noté comme suit : p < "valeur alpha", ce qui indique que les différences observées sont 

statistiquement significatives. 

En résumé, l'ANOVA permet d'établir l'existence d'une différence significative entre les 

groupes, mais elle ne permet pas d'identifier spécifiquement quelles paires de groupes diffèrent 

en termes de moyennes. Toutefois, un test post hoc est requis afin de déterminer quelles paires 

de groupes manifestent des différences significatives. 

2) Test post hoc 

Les analyses post hoc permettent, après avoir effectué une analyse de variance, de 

déterminer quelles moyennes diffèrent entre elles. En d'autres termes, les tests post hoc 

autorisent des comparaisons multiples appariées afin de calculer les différences entre les 

moyennes appariées. 

Dans le contexte de notre étude, nous avons employé le test de Scheffé, qui peut être 

considéré comme l'un des tests les plus conservateurs. Ce test permet d'effectuer des 

comparaisons multiples appariées simultanées pour toutes les paires de moyennes possibles en 

se basant sur la distribution d'échantillonnage F. 

Le test de Scheffé (TS) est défini par la formule suivante :  

𝑇𝑆 =  
 (𝑋̅̅ ̅̅

1 − �̅�2)2

√
𝑀𝑆𝑤

𝑛1
+

𝑀𝑆𝑤

𝑛2
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Avec �̅�1 et �̅�2 les moyennes des deux groupes comparées, 𝑀𝑆𝑤 la moyenne des carrés, 

𝑛1 et 𝑛2 la taille d’échantillons des deux groupes comparée. 

Lorsque la valeur TS dépasse la valeur critique (TS’) alors les moyennes des deux 

groupes sont significativement différentes. La valeur critique est calculée d’après la formule 

suivante :  

𝑇𝑆′ = (𝑘 − 1)(𝐴𝑁𝑂𝑉𝐴 𝐶. 𝑉) 

Avec 𝑘 le degrés de liberté des échantillons, 𝐴𝑁𝑂𝑉𝐴 𝐶. 𝑉valeur critique de l’ANOVA 
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VII. Spectres de masse dans la région du 59Co de la glande digestive 
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VIII. Images ioniques obtenue dans le byssus de moule exposée à de 

l’eau de mer dopée en 59Co.  

 

Figure 94. Images ioniques obtenues dans le byssus de moule exposée à de l’eau de mer dopée 

en 59Co. L’image ionique du 23Na permet de localiser la cuticule et le matrice (flèche blanche). 

Barre d’échelle 20 m. Paramètre d’acquisition : 250 × 250 m ; 500 pA. L’image de la zone 

analysée est obtenue par une caméra optique. Barre d’échelle 500 m. 
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IX. Images ioniques obtenue dans la glande digestive d’une moule 

exposée à de l’eau de mer dopée en 59Co.  

 

Figure 95. Images ioniques obtenues dans la glande digestive de moule exposée à de l’eau de 

mer dopée en 59Co. L’image ionique du 23Na permet de localiser la cuticule et le matrice (flèche 

blanche). Barre d’échelle 20 m. Paramètre d’acquisition : 250 × 250 m ; 500 pA. L’image 

de la zone analysée est obtenue par une caméra optique. Barre d’échelle 500 m. 
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X. Spectres de fluorescence X du chlore  

 

Figure 96. Comparaison des cartographies de fluorescence X du byssus par XAS et par PIXE.  

XAS : a) cartographies de fluorescence X du cobalt, b) cartographies de fluorescence X du 

chlore  

PIXE : b) cartographies de fluorescence X du chlore exposé à 1000 ppb de cobalt, d) 

cartographies de fluorescence X du chlore du chloreexposé à 1000 ppb de cobalt 500 ppb  
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XI. Cartographie de l’uranium dans les branchies par -XRF 

 

Figure 97. Superposition de l’image optique d’une coupe de moules avec l’image de 

fluorescence X de l’uranium dans les branchies. 
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XII. Cartographie de l’uranium dans la glande digestive par -XRF 

 

 

Figure 98. Superposition de l’image optique d’une coupe de moules avec l’image de 

fluorescence X de l’uranium dans les branchies. 
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XIII. Spectres de masse dans la région du 238U du byssus 

 

 

Figure 99. Spectre de masse de l'uranium. 
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XIV. Images ioniques obtenues dans le byssus  

Byssus récolté sur les moules après l’exposition à l’uranium 

 

Figure 100. Comparaison des images ioniques réalisées au niveau du byssus à la suite d’une 

contamination ex vivo à l’uranium. Image ionique du 40Ca + et du 238U+, Superposition 238U+ 

(rouge)/40Ca+ (vert), image optique du byssus. Barre d’échelles 250 et 20 m 

(raster 200 m × 200 m 5 nA) 
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Contamination du byssus ex vivo 

 

Figure 101. Comparaison des images ioniques réalisées au niveau du byssus à la suite d’une 

contamination ex vivo à l’uranium. Image ionique du 40Ca + et du 238U+, Superposition 238U+ 

(rouge)/40Ca+ (vert), image optique du byssus. Barre d’échelles 250 et 20 m  

(raster 200 m ×200 m 5nA) 
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Annexes 

257 

 

XV. SLRT espèce fluorescente 

 

Figure 102. Spectre de fluorescence de la glande digestive de moule exposé à de l’eau de mer 

dopée en uranium. 
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XVI. Culture des phytoplanctons Isochrysis Galbana 

1) Préparation du milieu de Conway : 

Le milieu de Conway est utilisé dans la culture d’algues, il permet d’enrichir l’eau de 

mer avec des éléments nutritifs indispensables à la croissance des organismes. Le milieu de 

Conway est composé d’une solution principale, d’une solution de métaux et d’une solution 

vitaminique. Afin de s’affranchir de tout problème lié à l’utilisation d’EDTA 

(éthylènediaminetétraacétique), les solutions n’en contiennent pas. 

Solution principale (1 000 mL): Eau Milli-Q : 1000 mL ; Na NO3 : 100 g ; 

H3BO3 : 33,75 g ; NaH2PO4 : 26 g ; MnCl2 4H2O : 0,36 g ; FeCl3 H2O : 1,30 g 

Solution traces de métaux : Eau Milli-Q : 100 mL ; ZnCl2 : 2,10 g ; 

CoCl2 6H2O : 2,00 g ; 6 (NH4) Mo7O244H2O (Ammonium heptamolybdate) : 0,90 g ; CuSO4 

5H2O : 2,00 g 

Solution vitaminique : Eau Milli-Q :100 mL ; vitamine B1 : 400 mg ; vitamine 

B12 : 20 mg 

La solution de Conway est composée de la solution enrichie avec des métaux (1 mL de 

trace de métaux par litre de solution) et de vitamines (50 mL par litre de solution). 

2) Entretien des cultures Isochrysis galbana comme source de nutriment pour les 

moules 

Les phytoplanctons, Isochrysis galbana (T. Iso), ont été utilisés pour nourrir les moules. 

Ce sont des microalgues flagellées de la famille des Haptophycées mesurant 2 à 3 m. Les 

microalgues sont la base de l’alimentation de nombreuses espèces marines dont les bivalves 

filtreurs. Leur utilisation permet de répondre aux besoins nutritionnels des moules non 

seulement pendant les phases de contamination, mais aussi lors de leur stockage dans les 

viviers. Les algues sont produites par un mode de culture dénommé cultures en lots dans lequel 

le milieu de culture est renouvelé de manière ponctuelle. Les algues sont placées dans des 

erlenmeyers stérilisés de 250 mL, la solution est agitée à l’aide d’un barreau aimanté à 

température ambiante et une canne en verre relié à une pompe à air permet d’ajouter de l’air 
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dans la solution. Un éclairage avec tube fluorescent de 18 W permet d’apporter suffisamment 

de lumière pour la photosynthèse des algues.  

 

Figure 103. Courbe de croissance d'une culture de T. Iso (Modifié d'après: (“L’Institut Agro 

Rennes-Angers : Formation, Recherche, Valorisation en agronomie, agroalimentaire, 

horticulture et paysage,” n.d.) 

La culture des T. Iso est caractérisée par une phase de latence (Figure 103) durant 

laquelle la concentration des cellules reste stable. Ensuite, une étape de croissance, une fois que 

les cellules se sont adaptées, favorise une augmentation exponentielle de leur nombre. La phase 

stationnaire est marquée par l’apparition d’un plateau, notamment lié à l’appauvrissement du 

milieu de culture. Enfin, la phase de décroissance est caractérisée par la diminution de la 

concentration due à son vieillissement et la mort des cellules (Blancheton and Audineau, 1986; 

Bougaran et al., 2001).  

Les conditions de culture utilisées au laboratoire ont entraînent un ralentissement de la 

croissance des microalgues. L’absence d’apport de CO2 et de contrôle strict de la température 

a rendu le suivi de la croissance difficile. Les concentrations maximales obtenues ont été de 

1 000 000 cellules.mL-1, avec des phases plus longues que celles indiquées Figure 103.  
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Les T. Iso ont été cultivées dans un milieu de culture de Conway qui a été réalisé à 

l’avance. La culture des microalgues nécessite un environnement stérile, car le milieu nutritif 

ajouté dans les solutions peut rapidement entraîner l’échec de la croissance des algues en cas 

de contaminations bactériennes. Il est nécessaire de travailler avec du matériel préalablement 

stérilisé à l’autoclave, ou par un mélange eau-éthanol. Toutes les manipulations se déroulent à 

proximité d’une flamme autour desquelles il est possible de travailler en condition stérile. Les 

souches ont été achetées à « Culture Collection of Algae and Protozoa » (CCAP). Une partie 

des souches est conservée en triplicata dans des tubes de 50 mL et repiquée toutes les semaines 

avec l’ajout du milieu de Conway (1 %) et de trois gouttes de vitamines. Ce repiquage permet 

de garder les souches en phase de croissance en les remettant dans un nouveau milieu nutritif. 

Les solutions d’algues sont obtenues à partir des souches par repiquage et ensemencement 

(Figure 104).  

 

Figure 104. Déroulement schématique de l’ensemencement des souches T. Iso. 

Pour nourrir les mollusques, le milieu de culture contenant les phytoplanctons est 

prélevé puis centrifugé à 1 500 × g pendant 15 min. Le surnageant est enlevé et le culot est 

repris en solution dans quelques millilitres. Les algues sont comptées sur une cellule Malassez. 

Les solutions sont ensuite diluées pour atteindre 104 cellules par individus.  

3) Protocole de comptage des phytoplanctons sur une cellule de Malassez : 
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La cellule de Malassez est une lame de verre quadrillée de volume connu (10-5 mL) 

composée de cases (4 lignes et 5 colonnes). Un échantillon de culture est prélevé (1 mL), pour 

faciliter le comptage 2 gouttes d’hypochlorite de sodium dilué sont ajoutées pour fixer les 

cellules flagellées et faciliter le comptage. Une lamelle en verre préalablement humidifiée est 

déposée sur la lame de Malassez. Ensuite, une goutte de l'échantillon est déposée sur le bord de 

la lamelle qui remplit la lame par capillarité. La lame est laissée 5 minutes au repos afin de 

laisser les microalgues sédimenter. Les algues peuvent être diluées avant le comptage, la 

gamme de concentration optimale se situant entre 250 000 et 2 500 000 cellules.mL-1. La 

concentration est déterminée en comptant le nombre de cellules dans les rectangles 

(Figure 105). Les observations ont été réalisées à l’aide d’un microscope TMS-F, Nikon. Le 

nombre de cellules est divisé par 10-5 pour obtenir le nombre de cellules par mL de solution 

suivant la formule :  

𝑁 =  
𝑛

𝑎 × 𝑣
× 𝑑 

Avec 𝑁 = Nombre de cellules par unité de volume ; 𝑣 = Nombre de cellules comptées ; 

𝑎 = Nombre d’unités de comptage dénombrées ; 𝑣 = Volume d’une unité de comptage ; 𝑑 = 

Facteur de dilution  

 

Figure 105. Détail de la cellule de Malassez (gauche) et comptage des cellules à partir d'un 

rectangle quadrillé (droite). 
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XVII. Caractérisation des fractions protéiques après 

chromatographie d’affinité  

Les différentes fractions obtenues après la chromatographie d'affinité ont été analysées 

directement dans le but d'obtenir une évaluation qualitative de la répartition des protéines 

(Figure 106). La présence de protéines a été détectée par le pic d'absorbance situé entre 275 et 

280 nm, et il est à noter que les fractions contenant le plus de protéines sont les numéros 3 et 4. 

L'intensité de l'absorbance diminue à mesure que le numéro de la fraction augmente. 

 

Figure 106. Spectres UV-visible issus de la purification des protéines contenues dans la glande 

digestive par chromatographie d'affinité 
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XVIII. Autres techniques analytiques  

1) Analyse par infrarouge  

Les spectres ATR-FTIR ont été enregistrés sur un instrument Tensor 27 (Bruker) en 

utilisant un détecteur au tellurure de mercure et de cadmium refroidi à l'azote. 

2) Microscopie électronique en transmission (MET) 

Les échantillons inclus en résine ont été coupés à l’aide d’un microtome à 10 nm puis 

déposés sur des grilles. Les échantillons ont été analysés avec un microscope électronique à 

transmission JEM-1400 (JEOL) (120 kV). 

 

Figure 107. Image de microscopie électronique à transmission de la glande digestive.  

L’absence d’agent de contraste ne permet pas de distinguer les compartiments 

subcellulaires. 


