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INTRODUCTION

Généralités sur la coquille

 Composée a 95-99 % de minéraux (CaCO;) et 0.1 - 5% d’une fraction organique (protéines, polysaccharides et chitine)

* Formée de plusieurs couches (2-5), de cristallisation et composition différente, avec accroissement tout au long de |la
vie du mollusque

Périostracum =3

Coquille { Ostracum (=couche prismatique) >

Hypostracum (=couche nacrée) e

bk ;0/0 Modifié d’apres Schone, Glob. Planet. Change, 2016

* Accumule des éléments chimiques présents dans I’environnement



INTRODUCTION

Corrélation entre les concentrations en métaux dans I'eau et
celles de la coquille entiere MAIS des exceptions existent

Approche limitée au vu de la complexité de la coquille
Pas de dimension temporelle de la contamination

Znf/Ca in whole sheli
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INTRODUCTION

3.0 _(b)
* Corrélation entre les concentrations en métaux dans I'eau et .
la coquille MAIS des exceptions existent = T .
é’ 20F
2 Velesunio angasi
* Approche limitée au vu de la complexité de la coquille 8 '°r 5eoa
. . . . = . =0
Pas de dimension temporelle de la contamination Nl
s 0
05— ‘ . L . ' . L N— (Markich et al., 2002)
. . . } R . 10 20 30 40 50
e Distribution des métaux semble ne pas étre homogene dans Zn/Ca in water
la coquille en fonction des couches 8 1

* Hypothese: analyse de la distribution des métaux dans la
coquille affinera les corrélations

Pby; (Hg/8)

Pinctada radiata

Objectif : Evaluer I'utilisation des techniques de spectrométrie
de masse pour déterminer la distribution des métaux dans la 0 : : . .

) i 1.5 1.0 0.5 0 Schoéne et al., 2016)
Cqu|”e de gaSte o pOdes Distance from outer shell surface (mm)
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INTRODUCTION

Radix balthica
LA-ICP-MS ToF-SIMS
Ablation laser femtoseconde couplée a la Spectrométrie de Masse d’lons Secondaires
spectrométrie de masse a plasma induit a Temps de Vol

LASER ICP MS

Faisceau (4- 250 pm) 4
iy

Gaz vecteur : He > L= .
7

sample

Laser femtoseconde, Alfamet ICPMS/MS Agilent 8900
(Novalase) (Agilent)
* Composition chimique élémentaire * Composition chimique élémentaire et moléculaire
« Analyse de la surface et profondeur (~ 15 pm) * Analyse de I'extréme surface (~ 1-2 nm) et profondeur (0.1

to 10 um)

* Cartographie multi-élémentaire haute résolution , o
* Analyse semi-quantitative

* Analyse quantitative



MATERIELS ET METHODES

Application sur le terrain : Individus natifs d’un site sous influence d’une pollution urbaine

COLLECTE DES GASTEROPODES

12 natifs R. balthica au printemps 2021 dans
un site sous influence d’apports de STEP :
Amont, effluent sous influence du rejet et aval

2 ANALYSES DE L’EAU (n=3 par site)

Parametres physico-chimiques (pH, O, conductivité)
Concentrations en métaux dissous, cations, anions et

carbone organique dissous




MATERIELS ET METHODES

Application sur le terrain : Individus natifs d’un site sous influence d’une pollution urbaine

1 COLLECTE DES GASTEROPODES

12 natifs R. balthica au printemps 2021 dans
un site sous influence d’apports de STEP :
Amont, effluent sous influence du rejet et
aval

3, ANALYSES DES COQUILLES (n=3 par site)

Lavage Mesures
o —TE
—_—
=

1 mLH,0, (2%) 12h
5 min ultrasons

Minéralisation

- Analyse globale par ICPMS
(HNO,)

2. ANALYSES DE L’EAU (n=3 par site)

Parameétres physico-chimiques (pH, O, conductivité)
Concentrations en métaux dissous, cations, anions et

carbone organique dissous

Inclusion en résine

Imagerie par Fs-LA-ICP-MS

Cartographie focalisée sur les derniers
dépots de croissance

" Taille du faisceau: 15 um
— Vitesse ablation: 5 pm/s

Face externe /Face interne

| Décapage en polarité positive et
negative sur les derniers dépots de
croissance

Surface de décapage : 50 um?

Temps de décapage : 1200 sec
7




RESULTATS

Caractéristiques des coquilles

Taille des coquilles (mm)

~
(8)]

" longueur
M largeur

82
o

N
(63}

b b
10.0- i
b b
= a
0.0

Amont Effluent Aval

Coquilles plus grandes dans I'effluent et I'aval (p<0.05)

0.08-

0.06-

Poids des coquilles (g)
(@]
o
S

o
o
¥}

0.00-

Q)

Amont Effluent Aval

Pas de difference significative (p=0.09)




RESULTATS — Cations majeurs

Concentrations en métaux dans 'eau Concentrations totales en métaux de la coquille

~400- 3
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Amont Effluent Aval Amont Effluent Aval

 [Sr] et [Ba] plus élevées en amont * [Sr] et [Ba] similaires entre les sites



Concentrations en métaux dans I'eau Concentrations totales en métaux de la coquille

300 a a 54001 a
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h Ba x
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$ .g e
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© < 100 * [Sr] et [Ba] similaires
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O e

0 8 0
Amont Effluent Aval Amont Effluent Aval

Strontium (Sr) : distribution dans la coquille par Fs-LA-ICP-MS

Amont Effluent Aval

1083 ppm
813 ppm

1083 ppm
813 ppm

542 ppm

e Distribution homogene e Concentration la plus élevée (1083 ppm) : Amont de la STEP

* Représentative du milieu ambiant



RESULTATS - Mn

Concentrations en Mn dans I’eau Concentrations totales en Mn de la coquille
D 50 C
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N
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a
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Concentration des métaux dans la coquille (pg/g)
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Amont Effluent Aval Amont Effluent Aval

e [Mn] plus élevées dans I'effluent et I’aval e [Mn] similaire entre les sites



RESULTATS - Mn

Concentrations en Mn dans I’eau

Concentrations totales en Mn de la coquille

o
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Concentration des métaux dans la coquille (ug/g)

(@]

d

Amont Effluent Aval Amont

Manganeése (Mn): distribution dans la coquille par Fs-LA-ICP-MS

Amont Effluent

168 ppm
126 ppm
84 ppm
42 ppm

0 ppm

* Concentrations plus élevées en face externe dans I'effluent et a I'aval

* Représentative du milieu ambiant

Effluent

Aval

Aval

- - ..

[Mn] similaire
entre les sites

42 ppm

168 ppm
— 126 ppm
woon | [l 84 ppm

42 ppm

0 ppm
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Variabilité inter-individuelle dans la distribution du Mn dans la coquille

Cas de 3 individus du site amont

168 ppm
126 ppm

e e Assez large variabilité entre les individus

42 ppm

0 e Influence de la physiologie ?




RESULTATS - Zn

Concentrations en Zn dans I'eau Concentrations totales en Zn dans la coquille
b _10.0 a

—_— —_— a

N
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N
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Concentration des métaux dans la coquille (pg/g

0.01

Amont Effluent Aval Am'ont Efflll.l ent A\) al

* [Zn] plus élevées dans 'effluent et 'aval * [Zn] similaires entre les sites



Concentrations en Zn dans I’eau Concentrations totales en Zn dans la coquille

b _10.0] a 5

N
o
(on

7.5
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e [Zn] similaires
entre les sites

5.0 B
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-
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N
(o= ]
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Amont Effluent Aval Amont Effluent Aval

Zinc (Zn): distribution dans la coquille par Fs-LA-ICP-MS

Amont Effluent Aval

81 ppm
61 ppm
41 ppm

20 ppm

0 ppm

e Concentrations plus élevées en face externe (également présent en face interne) dans I'effluent
e Représentative du milieu ambiant



RESULTATS - Ni

Concentrations en Ni dans I’eau Concentrations totales en Ni dans la coquille
b - a
iy
=,
gz.o ;.,’4' 3
§1.5- =3
. L
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§1.0< a 3§2
£ S1 b
805 ®
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0.0 . - .
Amont Effluent Aval

Amont Effluent Aval

* [Ni] plus élevées dans |'effluent et I’aval * [Ni] moins élevée en aval



Concentrations en Ni dans I'eau Concentrations totales en Ni dans la coquille

b = a_
=20 54 a
= b E T
© == o
- rh
3 3 e [Ni] moins élevée
g a £2 — en aval
g —— ° —
5 $
g 54 b
805 ©
8 s L
So
0.0
L . . . Amont Effluent Aval
Amont Effluent Aval
Nickel (Ni): pDistribution dans la coquille par Fs-LA-ICP-MS
Amont Effluent Aval oZppm

17 ppm
11 ppm

6 ppm

0 ppm

* Concentrations plus élevées en face externe dans I'effluent et a I’aval

* Représentative du milieu ambiant



RESULTATS — ToF-SIMS

Composition moléculaire des faces interne (Fl) et externe (FE) des coquilles (effluent)

!

Polarité positive

4 27.02 . 29.04 Face externe
VO C2H3 C2H5+
N 3
% , ] 26.96 CHa* CoHg'
IS ] iCN* 28.02 30.04
26.01 L /}\¥ JJ L JL 31.02
0 1— , , , \ _A
26 27 28 29 30 31 m/z
12 2702 Face interne
® ’ ] C,H,"
e 12 4 . 2 29.04
@ 10 4 C,Hs*
@ 08 1602
o 0.6 E
£ 04 e
02 27.99
00 1— N L M . e A
26 27 28 29 30 31 m/z

* Présence de fragments moléculaires caractéristiques de la matiere organique

* Pics prédominants semblables en FE et FI mais intensité plus élevée en FE (x 10%) qu’en FI (x 103)



RESULTATS — ToF-SIMS

Composition moléculaire des faces interne (Fl) et externe (FE) des coquilles (effluent)

Polarité négative

7 49 Face externe
6 1 CHsOy
5

L 4 ]

~ 3 50 C2H4NP

N E -

2 5 48 CH;NP PO, 73 PO,

g 1] A 0 o1 62 63 66 2 74 79

£ o1y - | I S S SR S J - -

45 50 55 60 65 70 75 80

8 ] 60 PO, ;

o ] 56 CH5NP 6; Face interne

g © :

= 1 PO,

c 4 72

o 79

I= ] 57 C,H4NP

T 9 45 46 73 k
0 : 'L/L/\ A /L /'L . J 'L L 2\ . . - .

45 50 55 60 65 70 75 80

* Présence de fragments moléculaires phospholipidiques — PO,, PO5 et peptidiques -CN-

* Intensités plus élevées en Fl (x 10°) qu’en FE (x 10%)



RESULTATS — ToF-SIMS

Reconstruction 3D de la face externe (FE) de la coquille d’un individu collecté dans I’effluent

0.4-

=
w

Intensité normalisée
)
N

0.0

C3Hs* *10

Zn* *10

3D
reconstruction

—)

1200 sec

Temps de décapa

0 300

600

900 1200

Temps de décapage (sec)

Matiere organique présente principalement en extréme surface

[Zn] diminue en profondeur

Les métaux Sr, Ba, Mn et Ni ont également été détectés en FE

—

Conforme aux observations par LA-ICPMS

Zn localisé sous une couche organique:
périostracum?

20




RESULTATS — ToF-SIMS

Reconstruction 3D de la face interne (Fl) de la coquille d’un individu collecté dans I'effluent

0.41

M
Ca*

=
w
°

Intensités tres faibles pour la matiere organique

Intensités tres faibles pour le Ba et Zn
Comportement similaire pour le Sr, Mn et Ni

Intensités trop faibles pour la reconstruction 3D

Intensité normalisée
> |
N

e
—
[ ]

Intensités plus faibles pour les métaux et la matiere

. organique en Fl qu’en FE
Ba+*1o C3H3 *10

og ——mMmAmMm—™—™/m™mmm———— 7 *10

0 300 600 900 120!
Temps de décapage (sec)




TOF-SIMS
L Une couche de surface organique trés fine sur la

/ face externe = périostracum
Face externe de la coquille

Périostracum —

TOF-SIMS et LA-ICP-MS

A Zn, Ni, Pb, Mn, Cu et Co @
= principalement localisé sur la face externe

Ostracum —»
(couche prismatique)

Hypostracum —»
(couche nacrée)

—

ace interne = contact avec le corps mou

LA-ICP-MS TOF-SIMS
dSr@®etBa® O Face interne riche en fragments
= distribution relativement homogene phospholipidiques et peptidiques

lons en remplacement d’ions Ca

» Fs-LA-ICPMS et ToF-SIMS = plus représentatives de la distribution des métaux dans la coquille que la

digestion totale
22
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CONCLUSION

Distribution dans la coquille dépend du métal étudié:
- Relativement homogene : Sr, Ba
- en face externe : Mn, Ni, Pb, Zn, Cu et Co
- Pas de distribution spécifique : Li et Cd (Non montrés)

Composition moléculaire dépend de la face étudiée
- Face externe plus riche en métaux, sous une couche tres fine de matiere organique

- Face interne moins riche en matiere organique et en métaux, mais plus riche en fragments
phospholipidiques et peptidiques que la face externe

L’analyse microchimique de la coquille semble étre un meilleur prédicteur de la concentration en métaux dans I'eau
ambiante que la concentration totale en métaux dans la coquille

24



Reconstruction 3D du décapage de la FE en polarité positive pour un individus de I'effluent

Intensité normalisée

0.0020-

0.4

S
w

0.2

Intensité normalisée

e
o

0.0

Ca*
—— GC3H3**10
— Zn**10

0 300 600 900 120(
Temps de décapage (sec)

0.0015

0.0010-

0.0005

Ba*
—— Co*
[ Pb+

0 300 600 900 120!
Temps de décapage (sec)

3D
reconstruction

—)

1200

Temps de décapa

Ca homogene dans la coquille

MO présente principalement en
extréme surface

Méme comportement pour le Mn

Zn diminue au cours du décapage

Co augmente principalement au début du décapage
Sr, Ni et Cd : Tendances similaires

Pb augmente légérement tout au long du décapage
Cu: Tendance similaire
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Reconstruction 3D du décapage de la FE en négative pour un individus de I'effluent

G,
_— PO3_
0.03"
[0)]
3
L
£ 0.02-
@]
> 3D reconstruction
>
g |
= 0.011
0.00+
0 300 600 900 120(
Temps de décapage (sec)
* Présence Mo et PO3 principalement en extréme « O et CN-homogene dans la coquille
surface

* Quantité moins importante mais présence POy
Puis PO5 stable dans la coquille



En résumé . _— Périostracum

Prismatic
Layer  Ostracum

(couche prismatique)

TOF-SIMS

L Une couche de surface organique trées
fine sur la face externe = périostracum

Nacreous H t
Layer  HYpOstracum

— (couche nacrée)

TOF-SIMS et LA-ICP-MS

 Zn, Ni, Pb, Mn, CuetCo @
= principalement localisé sur la

: S
face externe, sous la couche SR o
organique IODO0S . Outer
pit y
. \ o9 74
—> Complexation avec les K\ \\:’ ) /
molécules du périostracum? \1\/ S\ //’/\
- _— Pallial muscle
LA-ICP-MS Periostracal Groove / i Mucocyte
‘u‘gn‘u'nbnnuuu”mlnu
73 .
O lons en remplacement d’ions Ca ® Strontium (Sr) Inner Epithelium

= distribution relativement homogéene

sur toute la section de la coquille © Baryum (Ba)



