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Résumé 

La part des particules �nes et très �nes (PM2.5 et PM1) émises dans l’atmosphère a augmenté de manière signi�cative 
dans les zones industrielles, en lien avec la mise en place, en sortie d’échappement des usines, de �ltres de plus en 
plus efficaces vis-à-vis des fractions granulométriques plus grossières. Ces particules �nes et très �nes sont très réactives 
et présentent donc un risque élevé à la fois pour la santé humaine et les milieux environnants (air, sol, eau, végétal). 
Ces particules microniques et submicroniques sont en effet capables de pénétrer profondément dans l’appareil respiratoire 
et d’atteindre les alvéoles pulmonaires. L’ingestion est également une voie d’exposition importante, notamment par la 
consommation de végétaux contaminés en zones urbaines (où la densité de population est particulièrement élevée) et/ou 
aux abords des zones industrielles. L’étude de l’accumulation et du transfert de particules par voie foliaire chez des végétaux 
cultivés en proximité d’usines émettant des particules riches en métaux est donc d’un intérêt majeur. Nos travaux concernent 
l’étude de l’accumulation foliaire de particules émises par une usine de recyclage de batteries au plomb et de leur transfert 
dans les tissus des feuilles. Dans un premier temps, nous avons caractérisé des particules à l’échelle individuelle grâce au 
couplage de techniques spectroscopiques et d’imageries. Les résultats montrent que le plomb se retrouve majoritairement 
dans les fractions les plus �nes (PM1), essentiellement sous forme de sulfates. Nous avons mis en évidence la formation de 
composés de plomb solubles, en surface des particules. Dans un second temps, des choux ont été exposés aux particules 
dans l’enceinte de l’usine pour une durée de 6 semaines. Les résultats montrent une accumulation assez importante de 
particules contenant du plomb dans les feuilles, s’accompagnant parfois de la formation de nécroses enrichies en métaux. 
Dans certaines de ces nécroses, la spéciation du plomb se trouve modi�ée. A�n de mieux comprendre ces phénomènes 
bio-physico-chimiques identi�és sur le terrain, des tests d’exposition à différents types de particules monométalliques ont 
été effectués en conditions contrôlées au laboratoire. Les résultats, complétés par des tests biologiques, montrent des 
différences signi�catives d’un métal à un autre, notamment en termes de génotoxicité liée aux métaux..
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Abstract

The proportion of �ne and very �ne particles (PM2.5 and PM1) emitted into the atmosphere has signi�cantly increased 
in industrial areas, since more efficient �lters towards coarse particles size fraction are set up in chimney exit facilities. These 
�ne and very �ne particles are very reactive and may represent a signi�cant risk for human health and may contaminate 
the surrounding environments (air, soil, water, vegetable). The micronic and submicronic particles can deeply penetrate 
into the respiratory system and reach alveoli. Ingestion also represents a signi�cant route of particles exposure through the 
consumption of contaminated vegetables. Studying the accumulation and transfer of particles trough foliar way in vegetables 
cultivated near factories emitting metal-rich particles is therefore of major interest. This work concerns the study of foliar 
accumulation of particles emitted by a lead battery recycling facility and their transfer into the leaf tissues. First, particles 
were characterized at the particle scale through the coupling of imaging and spectroscopic techniques. Results show that 
lead is predominantly found in �ner size fraction (PM1), mainly as sulfate compounds. We have demonstrated the formation 
of soluble lead compounds on the particles surface. Secondly, cabbage plants were exposed to particles in the facility 
courtyard for a 6 weeks period. Results show an important accumulation of lead containing particles in the leaves with 
sometimes the formation of necrotic areas enriched with metals. In some of these necrosis, Pb speciation changed. Finally, 
to better understand the bio-physicochemical phenomenon of foliar transfer, exposure of leaves cabbages to different types 
of monometallic particles were carried out in controlled conditions at the laboratory. The results were subjected to biological 
tests and have shown signi�cant differences in term of genotoxicity regarding the metal specie considered.
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1. Introduction

Dans les pays industrialisés, les émissions atmos-
phériques de particules issues des activités indus-
trielles ont largement diminué notamment du fait de 
l’évolution de la réglementation et de la fermeture 
de certains sites. Cependant, des quantités non né-
gligeables de particules atmosphériques grossières, 
�nes et très �nes (PM10, PM2.5 et PM1) riches en mé-
taux (As, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Zn…) sont observées 
en zones industrielles et urbaines avec des concen-
trations pour certains métaux dépassant, parfois, les 
seuils �xés par les réglementations française et euro-
péenne (Bu-Olayan et Thomas, 2009 ; Harrison et Yin, 
2010 ; Moreno et al., 2010 ; Zhang et al., 2005). Pour 
certains pays (Chine, Inde, Pakistan…) qui produisent 
et exportent dans le monde de grandes quantités 
d’articles, la réglementation sur la qualité de l’air se 
renforce progressivement, mais permet actuellement 
des niveaux de PM émis dans l’environnement relati-
vement élevés (WHO, 2014). Les particules riches en 
métaux ou métalloïdes sont essentiellement émises 
par des activités anthropiques telles que le transport 
(Duong et Lee, 2011 ; Faiz et al., 2009) et l’industrie 
(Batonneau et al., 2006 ; Galsomiès, 2006 ; Johnson 
et al., 2007  ; Moffet et al., 2010  ; Sobanska et al., 
2014 ; Uzu et al., 2011) et font l’objet d’un suivi dans 
le cadre des réglementations européennes de la sur-
veillance de la qualité de l’air (96/62/CEE ; 99/30/CE ; 
2003/0164/COD). Plusieurs études montrent que les 
métaux sont concentrés dans les particules de frac-
tions granulométriques les plus �nes (Harrison et Yin, 

2010) voire nanométriques (Midander et al., 2012  ; 
Pöschl, 2008  ; Taixo et al., 2014). Certains métaux 
(Cd, Pb, Ni, As, Hg) sont classés « Substance of Very 
High Concern » (Réglementation REACH), et leur 
présence dans les retombées de particules �nes re-
présente un risque (éco)toxique signi�catif.

Les retombées de particules riches en métaux 
peuvent entraîner une contamination des sols (Donisa 
et al., 2000), des eaux de surface (Sanyal et al., sous 
presse) et des végétaux (Uzu et al., 2009  ; 2010). 
Pour l’homme, outre le risque sanitaire induit par l’in-
halation des particules, la consommation de végé-
taux contaminés (Douay et al., 2008  ; Dumat et al., 
2006 ; Xiong et al., 2014) et l’ingestion de sols pollués 
(Landrigan et Todd, 1994) sont les deux voies d’ex-
position retenues dans le cadre des évaluations des 
risques sanitaires. De nombreuses études attribuent 
la contamination des végétaux au transfert sol-plante 
(Cecchi et al., 2008 ; Zheng et al., 2007). Cependant, il 
a été récemment démontré que 25 à 40 % de la teneur 
totale en métaux provenaient du transfert foliaire des 
métaux contenus dans des particules industrielles 
(Nowack et Buchelli, 2007 ; Schreck et al., 2012 ; Uzu 
et al., 2011). En�n, les processus d’accumulation et de 
transfert des métaux vers les plantes sont fortement 
dépendants des caractéristiques physico-chimiques 
des PM (Uzu et al., 2011).

Comprendre les mécanismes en jeu dans les trans-
ferts des polluants métalliques issus des PM et leurs 
transformations (spéciation chimique, solubilité, etc…) 
dans les écosystèmes terrestres est un enjeu scienti-
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� que aux applications sociétales et sanitaires faisant 
l’objet de recommandations du Conseil National de 
l’Air (Gombert et al., 2005). A� n de prédire l’impact 
et le devenir des particules � nes riches en métaux 
dans les écosystèmes terrestres, il est nécessaire 
de connaître les teneurs en métaux totaux contenus 
dans les PM mais également la taille et la composi-
tion chimique (spéciation) des particules. En effet, 
ces paramètres sont indispensables à la prédiction de 
leur disponibilité, de leur accessibilité et in � ne de leur 
toxicité (AFSSET, 2008). La réglementation sur l’air 
pourrait ainsi intégrer progressivement de nouvelles 
mesures lorsque des méthodes normalisées seront 
disponibles à des coûts raisonnables et que l’espace 
public se mobilisera fortement pour une meilleure 
prise en compte des aspects environnement et santé 
(c’est ce qui se produit actuellement en Chine).

Dans ce contexte, le but de notre étude est de mettre 
en relation les caractéristiques physico-chimiques de 
particules émises par une industrie de recyclage de 
batterie au plomb et le transfert des métaux dans 
l’appareil foliaire des végétaux. Dans ce travail, nous 
avons (i) caractérisé les particules avant leur retom-
bée sur des plantes potagères (chou commun) et 
(ii) nous avons estimé l’accumulation et le transfert 
du Pb dans les feuilles en relation avec la spéciation 
du plomb issu des particules de l’usine. En� n, l’effet 
phytotoxique induit par l’exposition aux particules a 
été évalué sur des plantes exposées, en conditions 
contrôlées, à des particules « modèles » de compo-
sition connue. 

2. Matériels et méthodes

2.1. Prélèvements des particules

Les particules ont été prélevées dans la cour d’une 
usine de recyclage de batteries au plomb. Le recy-
clage des batteries s’effectue en 3 étapes : le broyage, 
l’affinage et la fonte. Les particules émises dans l’at-
mosphère de ces trois ateliers ont été caractérisées 
lors d’études antérieures (Uzu et al., 2009  ; 2011). 
Jusqu’en 2012, l’émission moyenne de plomb dans 
l’atmosphère par l’usine s’élevait à 31 kg.an-1. 90 % 
des particules émises par l’usine sont de taille infé-
rieure à 100 µm dont 50 % inférieur à 10 µm. Ces par-
ticules contiennent 33 % de Pb, principalement sous 

la forme de plomb natif (Pb(0)), d’oxydes et de sulfates 
de plomb (Uzu et al., 2011). 

La campagne d’échantillonnage a été réalisée du-
rant deux jours représentatifs de l’activité de l’usine. 
Les particules ont été collectées à l’aide d’un impac-
teur inertiel en cascade (impacteur PM10, Dekati Ltd, 
Finlande) équipé de deux étages de collection a� n de 
recueillir les PM10 (1 µm < taille particule < 10 µm) et 
les PM1 (0,1 µm < taille particule < 1 µm) sur des sup-
ports adaptés aux microanalyses. Un prélèvement le 
matin (échantillons am) et un prélèvement l’après-midi 
(échantillons pm) ont été réalisés. Le temps d’échan-
tillonnage a été � xé à 30 min a� n d’obtenir des parti-
cules dispersées sur le substrat, permettant une ana-
lyse à l’échelle de la particule individuelle (Sobanska 
et al., 2006). Le dispositif de collecte des particules 
a été placé en proximité des végétaux a� n de relier 
les caractéristiques des particules retombées et celles 
des particules présentes sur/dans les feuilles des vé-
gétaux. Les conditions météorologiques enregistrées 
pendant la période d’échantillonnage sont présentées 
dans le tableau I. La concentration en plomb mesu-
rée dans l’atmosphère en proximité de l’usine pen-
dant la période d’échantillonnage était de 0,28 µg/m3 
(source : ORAMIP, 2011).

2.2. Exposition des végétaux aux particules

2. 2. 1. Exposition dans la cour de l’usine

Les végétaux ont été exposés dans la cour de l’usine 
à proximité du dispositif de collecte des particules. Le 
chou commun (Brassica oleracea) a été utilisé, d’une 
part, parce qu’il possède de larges feuilles permet-
tant l’interception des particules, d’autre part, parce 
qu’il possède une épaisseur de cires épicuticulaires 
importante, permettant de retenir plus facilement les 
contaminants. Cette spéci� cité fait que le chou est 
choisi, par exemple, comme espèce modèle pour la 
biosurveillance des HAP (Hydrocarbures Aromatiques 
Polycycliques) atmosphériques par le VDI (Verein 
Deutscher Ingenieure) en Allemagne (norme alle-
mande VDI 3957). Les plantes ont été cultivées en pot 
dans des sols non contaminés, avec une membrane 
géotextile placée sur le sol a� n d’éviter toute conta-
mination par voie racinaire selon le protocole décrit 
dans des travaux précédents (Uzu et al., 2010). A� n 

Tableau I. Teneurs moyennes en PM10 et PM2.5 mesurées à proximité de l’usine (< 1km) et conditions 
météorologiques moyennes mesurées durant la période d’échantillonnage (ORAMIP).

Mean concentrations of PM10 and PM2.5 measured near the facility (< 1km) and 
meteorological conditions measured during the sampling period (ORAMIP).
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d’évaluer l’effet de la concentration en cires épicuti-
culaires sur l’accumulation et le transfert des métaux 
dans les feuilles, nous avons appliqué, sur la moitié de 
nos échantillons, un traitement chimique permettant 
de réduire l’épaisseur de la cuticule du chou. Le trai-
tement consiste en l’application d’un mélange de 20 
ml de solution d’acide trichloracétique (TCA, 10-4 g/g) 
à raison d’une fois par semaine dans les sols comme 
décrit dans la littérature (Garrec et al., 1995 ; Rzepka, 
2008). Après 6 semaines d’exposition, 10 plants non 
traités et traités sont récoltés. Avant l’analyse élémen-
taire, les feuilles sont lavées 2 fois à l’eau déionisée 
pour éliminer les particules non � xées sur la surface.

2. 2. 2. Exposition en conditions contrôlées

A� n de déterminer la phytotoxicité de différents 
métaux, des plants de choux ont été exposés à 3 
types de particules monométalliques de taille et de 
spéciation connues, à savoir PbSO4 (PM10 Lead (II) 
sulfate, Puratronic®, 99,999 %, Alfa Aesar, France), 
CdO (PM1 Cadmium oxide, purum p.a., ≥99.0 % 
(KT), brown, Sigma-Aldrich, United Kingdom) et CuO 
(PM0.1 Copper (II) oxide, 99.999 % trace metals ba-
sis, Sigma-Aldrich, United Kingdom). Les dépôts secs 
de particules ont été réalisés à l’aide d’un pinceau, à 
raison de 10 mg de particules pour 3 plants permet-
tant d’avoir une concentration comparable aux dépôts 
atmosphériques mesurés pour les plants exposés 
dans la cour de l’usine (~30 µg/m3). Les plantes sont 
placées dans une chambre d’exposition permettant le 
suivi de l’humidité, de la luminosité et de la tempéra-
ture. Le schéma du dispositif d’exposition est présenté 

� gure 1. De même que précédemment, la moitié des 
plants de choux a été traitée avec du TCA a� n de li-
miter le développement des cires épicuticulaires. Des 
prélèvements ont été effectués après 5, 10 et 15 jours 
d’exposition. 

2. 3. Caractérisation des retombées 
atmosphériques

La caractérisation des particules a été effectuée 
par le couplage de différentes techniques spectromé-
triques et d’imageries résolues spatialement. 

2. 3. 1.  Microscopie électronique à balayage 
analytique (MEB-EDX)

La microscopie électronique à balayage analytique 
permet d’obtenir la taille et la composition élémentaire 
des particules individuelles. L’estimation des tailles 
des particules a été obtenue grâce à un microscope 
électronique environnemental (MEBE-Quantax 200 
FEI) équipé d’un détecteur à dispersion d’énergie des 
rayons X Quanta EDX (Quantax QX2, Rontec). Les 
mesures ont été réalisées à 20 kV en mode «  low » 
vacuum (5 % H2O), avec une pression de 0,98 Torr 
dans la chambre échantillon. Des images en électrons 
secondaires (SE) et en électrons rétrodiffusés (BSE) 
ont été enregistrées a� n de déterminer les tailles et le 
nombre de particules. 

La quanti� cation élémentaire dans les particules 
individuelles a été réalisée avec un microscope élec-
tronique à balayage (JEOL JSM-6390) équipé d’une 

Figure 1. Schéma du dispositif expérimental d’exposition des plantes en conditions contrôlées.
Scheme of the experimental setup dedicated for the plants exposure in controlled conditions.
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sonde WDX (Oxford). Une tension d’accélération de 
10 kV a été utilisée a�n de travailler dans des condi-
tions optimales d’analyse (Eom et al., 2013  ; Lombi 
et al., 2011). Un courant de faisceau de 0,5 nA, et un 
temps typique de mesure de 15 s ont été optimisés 
pour nos échantillons. Les concentrations élémen-
taires dans les particules individuelles ont été détermi-
nées à partir des intensités mesurées sur les spectres 
d’émission X suivant la procédure décrite précédem-
ment (Eom et al., 2013 ; Geng et al., 2013 ; Hwang et 
al., 2006 ; Kang et al., 2009 ; Ro et al., 1999 ; 2001).

2. 3. 2.  Microspectrométrie Raman

La caractérisation moléculaire des particules in-
dividuelles a été réalisée par Microspectrométrie 
Raman confocale à l’aide d’un LabRam HR (Horiba, 
Jobin-Yvon) équipé d’un objectif Olympus X100 (NA 
0.9). Les particules déposées sur un support adapté 
(lames de silice amorphe pure) sont placées sur une 
platine motorisée en XY sans aucune préparation pré-
alable. Les analyses Raman ont été effectuées à tem-
pérature ambiante avec un laser de longueur d’onde 
excitatrice à 473 nm. Une caméra vidéo fournit des 
images optiques des particules déposées. Les ana-
lyses ont été réalisées en mode ponctuel automatisé 
et en mode imagerie. La première méthode consiste 
à enregistrer automatiquement un spectre ponctuel 
pour chaque particule sélectionnée sur la base de 
la reconnaissance des images optiques. L’analyse 
Raman en mode ponctuel automatisé génère un jeu 
de données en deux dimensions (n×l), soit n spectres 
(n particules), chacun contenant l = 2040 éléments 
spectraux correspondant à une plage spectrale d’en-
viron 1 000 cm-1 avec une résolution spectrale de 4 
cm-1. Cette méthode d’analyse permet d’associer la 
composition moléculaire et la taille de chaque parti-
cule individuelle, ainsi que de quanti�er (en nombre 
de particules) les espèces présentes. L’imagerie 
consiste à réaliser des cartographies de particules. 
Après sélection d’une zone contenant une particule, 
les spectres sont enregistrés point par point selon un 
balayage en XY (x et y points) avec un pas de 0,5 
µm. Le balayage génère un ensemble de données 
tridimensionnelles (x×y×l), i.e. x×y pixels (spectres), 
chacun contenant l = 2040 éléments spectraux. Le 
mode imagerie permet d’obtenir la répartition des es-
pèces moléculaires dans une particule individuelle. Le 
logiciel Labspec 5.1 a été utilisé pour l’acquisition des 
données et leur traitement. Le traitement des données 
spectrales peut être amélioré de manière signi�cative 
en utilisant les méthodes basées sur la résolution de 
courbes multivariées (MCR) (Batonneau et al., 2004 ; 
Eom et al., 2013  ; Geng et al., 2013  ; Hwang et al., 
2006  ; Kang et al., 2009  ; Lombi et al., 2011  ; Ro et 
al., 1999  ; 2001). Cette méthode détaillée dans des 

travaux antérieurs (Batonneau et al., 2004  ; Juan et 
al., 2005, 2006 ; Windig et al., 2002), permet d’extraire 
les spectres Raman purs (un spectre correspond à un 
seul composé) de l’ensemble des données spectrales 
enregistrées. Il est alors possible de relier la taille des 
particules à leur nature chimique et de connaître la 
proportion de particules pour une espèce donnée. Le 
traitement des données 3D permet d’obtenir la dis-
tribution spatiale de chacune de ces espèces dans 
la zone cartographiée. Ainsi l’imagerie Raman nous 
informe sur l’hétérogénéité chimique d’une particule. 
L’identi�cation des espèces moléculaires s’effectue 
par comparaison des spectres Raman expérimen-
taux et des spectres Raman provenant de bases de 
données connues, ou obtenus sur des composés de 
référence. 

2. 3. 3.  Spectrométrie de masse d’ions 
secondaires couplée à un analyseur à temps de 
vol (ToF-SIMS)

La composition de surface des particules a été 
caractérisée par ToF-SIMS. Les analyses ont été 
effectuées avec un instrument ToF-SIMS5 (IonToF, 
Allemagne) utilisant une source pulsée d’ions pri-
maires (Bi3+) à 25 keV. Les échantillons ont été placés 
sous vide à 2,5–5,5×10-7 mbar. Des zones de 500 x 
500 µm2 ont été analysées par balayage du faisceau 
d’ions (résolution latérale ~1 µm2). Les spectres de 
masses ont été enregistrés en mode positif et en 
mode négatif. Dans nos conditions expérimentales, 
la profondeur de la surface analysée est inférieure 
à 5 nm.

2. 3. 4.  Traitement des images

Le nombre et la taille des particules ont été dé-
terminés à l’aide du traitement des images électro-
niques (images SE et BSE) réalisées pour chaque 
classe granulométrique (PM10 et PM1). Une surface 
totale d’environ 1 mm2 par échantillon a été imagée. 
Le traitement des images a été réalisé grâce au lo-
giciel ImageJ 1.42.1 (National Institute of Health). 
La création d’images binaires à partir des images 
SE fournit la distribution granulométrique des parti-
cules en estimant leur diamètre géométrique moyen 
et le nombre total de particules présentes dans le 
champ sélectionné de l’image. Le nombre total de 
particules collectées a été calculé en prenant en 
compte le débit de la pompe utilisée lors de l’im-
paction des particules (10L/min). La proportion des 
particules riches en plomb a été estimée à partir 
des images BSE qui sont contrastées en fonction du 
numéro atomique Z. 
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2. 4. Caractérisation des feuilles de plantes

2. 4. 1. Concentrations totales en métaux dans les 
feuilles contaminées

Après récolte, les feuilles des plantes ont été sé-
chées à l’étuve à 40 °C pendant 72 h puis minérali-
sées dans l’eau régale (mélange de ¼ de HNO3 et 
de ¾ de HCl) à 80  °C pendant 4  h avec un appa-
reil Digiprep® (SCP Science). Les concentrations 
en métaux ont ensuite été mesurées par ICP-OES 
(Inductively Coupled Plasma – Optical Emission 
Spectroscopy, IRIS Intrepid II XXDL). Chaque échan-
tillon a été analysé en triple exemplaire, et des plants 
témoins (non contaminés) soumis au même traitement 
(séchage et minéralisation) ont servi de référence 
pour la mesure des concentrations élémentaires. Les 
limites de détection et de quanti�cation des concen-
trations en plomb sont respectivement de 0,3 et 0,4 
µg/l (Gombert et al., 2005 ; Schreck et al., 2012). La 
précision des mesures a été contrôlée en utilisant des 
matériaux de référence certi�és (feuilles de tabac de 
Virginie, CTA-VTL-2, ICHTJ et TM-26.3 provenant de 
l’Institut National de la Recherche de l’Eau, Canada). 
Les concentrations trouvées correspondaient à 98 % 
des valeurs certi�ées. 

2. 4. 2. Identi�cation des zones riches en métaux 
et spéciation par microscopie électronique à 
balayage et microspectrométrie Raman

Les analyses de microscopie électronique et de 
microspectrométrie Raman ont été effectuées sur les 
surfaces de feuilles contaminées (faces adaxiales) 
par les dépôts de particules (atmosphériques ou par-
ticules modèles).

Les observations effectuées par microscopie élec-
tronique analytique (MEB-EDX) ont été menées pour 
localiser les métaux à la surface des feuilles. Cinq 
échantillons de chaque type de plants ont été obser-
vés pour contrôler et valider nos observations. Toutes 
les feuilles ont été séchées et �xées sur des supports 
en carbone sans aucune préparation préalable. Les 
conditions analytiques sont identiques à celles uti-
lisées pour l’analyse des particules (voir § 2.3.1). 
L’analyse des images BSE des feuilles contaminées 
permet de déterminer le taux de recouvrement des 
feuilles et des stomates par les particules riches en 
métaux. 

La microspectrométrie Raman a été utilisée pour 
étudier la composition moléculaire des particules 
piégées à la surface des feuilles. Les analyses 
Raman ont été effectuées avec un Microspectromètre 

LabRam HR UV 800 (Horiba, Jobin-Yvon) équipé d’un 
objectif Mitutoyo 40x. La diffusion Raman est excitée 
par un laser UV à une longueur d’onde de 325 nm. 
Les analyses ont été réalisées sur les zones riches 
en métaux précédemment identi�ées par microsco-
pie électronique. L’identi�cation des espèces molécu-
laires (position et intensité des bandes) a été réalisée 
par comparaison de spectres d’espèce pure (base 
de données ou références établies dans les mêmes 
conditions d’analyse). 

2. 4. 3. Impacts génotoxiques et effet sur la 
photosynthèse de la contamination

Des tests biologiques ont été utilisés pour complé-
ter les observations effectuées en micro-analyse pour 
les choux exposés aux particules modèles en condi-
tions contrôlées. Au total, 6 échantillons de feuilles de 
différents plants ont été utilisés pour chaque condi-
tion (type de particules, plants témoins et exposition 
ou non au TCA). Les résultats des paramètres bio-
logiques ont été interprétés en s’appuyant sur des 
calculs statistiques  (statistiques descriptives) ainsi 
que sur l’analyse des différences grâce au test non 
paramétrique de Dunn. Ces calculs statistiques ont 
été réalisés grâce au logiciel XL Stats. Une analyse de 
la variance et un ajustement de Bonferroni ont été ef-
fectués par comparaison de paires multiples entre les 
données des plants témoins et chaque plant conta-
miné, dans le cas de plants non traités et de plants 
traités par le TCA. Le seuil de signi�cativité retenu est 
p<0,05. 

Le test des comètes mesure le niveau de fragmen-
tation de l’ADN (effet clastogène des polluants) de cel-
lules individualisées. Il se base sur la migration diffé-
rentielle des fragments d’ADN en fonction de leur taille 
sous l’effet d’un champ électrophorétique (Rzepka et 
al., 2010). C’est ainsi que l’on observe in �ne des �-
gures en forme de comètes, dont la queue est consti-
tuée d’une traînée de fragments d’ADN plus courts, et 
la tête par les fragments d’ADN les plus intacts.

Le déroulement de l’ADN qui précède l’électropho-
rèse se fait en conditions alcalines (pH ≥ 13), ce qui 
permet de détecter les cassures simples, les double 
brins et les sites alcali-labiles. Le protocole utilisé 
est adapté de celui de Gichner et al. (2007). Dans 
un premier temps, les noyaux sont récupérés grâce 
à la coupe d’échantillons de feuilles dans un tampon 
de broyage (Tampon Tris-HCl, pH : 7,5). Ils sont alors 
englobés dans un gel d’agarose (LMPA 1 % dans du 
PBS  : tampon phosphate salin) que l’on dépose sur 
une lame de microscope. Après refroidissement, ce 
dépôt est recouvert d’une seconde couche d’agarose 
(LMPA 0.5 % dans du PBS). Les lames sont ensuite 
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incubées dans un tampon d’électrophorèse basique 
(H2O, EDTA, NaOH 10N, pH=13) pour faciliter la dé-
naturation, la détorsion de l’hélice et l’exposition des 
sites sensibles aux agents alcalins. L’ADN ainsi relâ-
ché est soumis à une électrophorèse (5 minutes, 25V, 
30mA). L’observation des lames se fait après neutrali-
sation du pH dans 3 bains successifs (tampon Trizma 
Base, Sigma, pH=7,5) et déshydratation à l’éthanol 
puis séchage à température ambiante. Cette obser-
vation est réalisée à l’aide d’un microscope à � uores-
cence couplé à un dispositif d’analyse informatique. 
Les lames sont révélées à l’aide de 25 µl d’iodure 
de propidium déposés sur la préparation. Le logiciel 
Comet Assay IV (Perspective Instrument Ltd) calcule 
différents paramètres tels que le pourcentage d’ADN 
dans la queue des comètes. Plus ce pourcentage 
est élevé, plus l’ADN est considéré endommagé. 30 
noyaux sont observés sur chaque lame, soit un total 
de 90 par condition d’exposition. 

L’activité photosynthétique de la plante a été mesu-
rée par � uorimétrie (PAM-2100 Portable Chlorophyll 
Fluorometer, Walz). Cette mesure permet de mesurer 
la � uorescence de la chlorophylle présente dans la 
feuille et met en évidence la perturbation de la photo-
synthèse. Plus précisément, elle montre une atteinte 
du photosystème II, ensemble pigmentaire interve-
nant très en amont de la phase claire. La détermina-
tion la plus pertinente de l’activité photosynthétique 
est effectuée par l’obtention de trois paramètres prin-
cipaux qui sont Fo, Fm et Fv:m mesurés directement 
sur les feuilles des végétaux conservés au préalable 
à l’abri de la lumière pendant 15 minutes minimum. 
Fo et Fm représentent respectivement le rendement 
minimal et le rendement maximal de � uorescence 
d’un échantillon adapté à l’obscurité. Le paramètre 
Fv:m correspond au rapport Fv/Fm qui est une me-
sure du rendement quantique maximal � uorescence 
(i.e dans des conditions optimales, après adapta-
tion à l’obscurité). Ce paramètre est calculé à partir 
des valeurs de Fo et Fm obtenues selon l’équation : 
Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm

Avec des échantillons pleinement actifs adaptés à 
l’obscurité, Fv:m peut atteindre une valeur maximale 
avoisinant les 0,86 correspondant à un rapport Fm/
Fo d’environ 7. Pour notre étude, 3 valeurs de Fv/Fm 
par plant ont été mesurées. Les valeurs obtenues sont 
alors comparées à la valeur maximale de Fv/Fm pou-
vant être atteinte. 

3. Résultats et discussion

3. 1. Caractérisations physico-chimiques des 
particules 

La distribution granulométrique des particules pour 
les échantillons PM10 et PM1 prélevés le matin (am) 
et l’après-midi (pm) estimée à partir de l’analyse 
d’images est présentée sur la � gure 2. Pour tous les 
échantillons, la distribution des particules est unimo-
dale avec 66 ±4 % des particules ayant une taille com-
prise entre 0,5 et 2 µm. Ces résultats sont en accord 
avec la distribution en taille des particules collectées 
dans les ateliers de l’usine et à l’émission (Uzu et al., 
2011). Les auteurs ont montré que 40 % (en masse) 
des particules sont de taille inférieure à 2,5 µm. 

La proportion de particules dans l’air ambiant 
(PER), exprimée en nombre de particules par m3, 
peut être calculée à partir de l’estimation du nombre 
de particules déposées sur le support selon l’équation 
suivante : 

Le nombre de particules totales déposées sur la 
lame est estimé à partir de l’analyse de 10 images 
réalisées en MEB-EDX (images SE) pour chaque 
échantillon. Le volume d’air prélevé moyen pour l’en-
semble des échantillons est de 0,315 m3 pour un 
temps d’échantillonnage de 30 minutes. 

Figure 2. Distribution granulométrique obtenue par traitement d’image électronique, pour le matin (am) 
et pour l’après-midi (pm).

Particle size distribution obtained by image analysis of the SE images 
acquired for the morning (am) and the afternoon (pm) samples.

Nombre de particules déposées sur une lame

Volume total d’air prélevé
PER = 
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Un calcul identique est réalisé à partir des images 
BSE pour déterminer la proportion de particules 
contenant uniquement du plomb.

La � gure 3 représente le nombre total de particules 
au sein des échantillons PM10 et PM1 collectés le ma-
tin et l’après-midi pour une journée d’activité carac-
téristique ainsi que la proportion de particules riches 
en plomb. Quelle que soit la classe granulométrique 
considérée (i.e. PM1 ou PM10), les résultats montrent 
que le nombre de particules dans l’air ambiant est plus 
important le matin que l’après-midi. Pour les PM10, le 
nombre de particules est 2 fois plus important le matin 
alors que pour les PM1 il est 4 fois supérieur. Cette 
tendance est en accord avec les teneurs moyennes 
en PM10 et PM2.5 mesurées au voisinage de l’usine 
durant la période de prélèvement. Le matin, la teneur 
moyenne en PM10 et PM2.5 s’élève à 30 µg/m3 et 40 
µg/m3 respectivement alors que pour l’après-midi, les 
teneurs mesurées sont respectivement de 15 µg/m3 

et 10 µg/m3. Les teneurs plus élevées en particules 
le matin s’expliquent par le chargement des fours en 
batteries broyées, opération réalisée en début de jour-
née générant une importante émission diffuse de par-
ticules (Uzu et al., 2011). Les résultats présentés sur la 
� gure 3 montrent également un nombre plus important 
de particules � nes PM1 (80 %) comparé au nombre de 
particules dans les PM10. Les particules contenant du 
plomb se trouvent essentiellement dans les fractions 
les plus � nes. En effet, le nombre de particules riches 
en Pb peut atteindre jusqu’à 54 % du nombre total de 
particules de la fraction � ne (échantillon am).

La composition élémentaire des particules indivi-
duelles obtenue par microscopie électronique ana-
lytique est présentée dans le tableau II. Les PM10 
contiennent essentiellement des particules contenant 

Na (dans 81 % des particules), S (86 %) et Fe (51 %). 
Dans les PM10, le plomb est présent dans 6 % des par-
ticules et est associé à S, Cl et Fe. Il est intéressant 
de noter que la plupart des particules riches en Pb 
contiennent également de l’arsenic (As) (présent dans 
69 % des particules contenant du plomb). 

Concernant les PM1, 46 % des particules contiennent 
du plomb. Pb est essentiellement associé à Na et S 
(92 %, 62 % respectivement), et dans une proportion 
moindre avec Fe et Cl (54 % et 46 % respectivement). 
Les particules ne contenant pas de plomb sont essen-
tiellement composées de Na et S. L’analyse par micros-
pectrométrie Raman a permis d’identi� er les espèces 
moléculaires et d’établir la proportion de ces espèces 
dans les PM10 et PM1 (� gure 4). Trois principales es-
pèces de plomb ont été identi� ées au sein des échan-
tillons, i.e. α-PbO, PbO.PbSO4 et PbSO4. En outre, 
α-Fe2O3 (hématite), Na2SO4 (thénardite) et CaSO4.2H2O 
(gypse) sont systématiquement observés dans tous les 
échantillons. Ces composés sont caractéristiques des 
espèces émises par les ateliers de l’usine (Uzu et al., 
2011). Comme attendu, les espèces contenant Pb sont 
principalement présentes dans les PM1. L’association 
Pb/S est identi� ée comme étant PbSO4 et PbO.PbSO4 
en large proportion dans les échantillons (90 % des 
espèces en plomb sont des sulfates). L’écart observé 
entre les concentrations élémentaires en Pb (détermi-
nées par MEB-EDX) et la proportion d’espèces conte-
nant du Pb (obtenue par microspectrométrie Raman) 
peut s’expliquer par la présence de particules de Pb/Cl, 
détectables en microanalyse X mais non détectables 
en Raman (PbCl2 est un composé non actif en Raman). 
Les PM10 sont composés essentiellement de sulfates 
de sodium, de gypse et d’oxydes de fer en accord avec 
l’analyse élémentaire.

Il est à noter qu’en moyenne 50 % des particules 
analysées sont composées de plus d’une espèce 
chimique. L’imagerie Raman a permis de mettre en 
évidence l’hétérogénéité des particules individuelles. 
Quelle que soit la fraction granulométrique considé-
rée, 30 % des particules contenant Pb sont agrégées 
à des particules de Na2SO4, et/ou avec α-Fe2O3. 

Les analyses de surface des particules ont été ré-
alisées par ToF-SIMS pour les échantillons de PM10 
et PM1. Les fragments moléculaires caractéristiques 
identi� és sur les spectres de masse obtenus en mo-
des positif et négatif sont présentés dans le tableau 
III. La présence de PbSO4, Fe2O3 et Na2SO4 identi� ée 
par microspectrométrie Raman a été con� rmée en 
surface des particules par la présence des fragments 
moléculaires caractéristiques de ces espèces.

Des fragments moléculaires supplémentaires tels 
que PbNaS2O8

- et PbKS2O8
- sont également obser-

vés sur les spectres de masse et peuvent être attri-

Figure 3. Concentration en particules 
(en nombre/m3) et teneur en plomb dans 

chaque fraction granulométrique.
Particle number concentration 

(in number/m3) and Pb ratio 
for each size fraction.
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Tableau II. Composition élémentaire (% en nombre) des particules individuelles, obtenue par microscopie 
électronique analytique pour les PM10 et les PM1.

Elemental composition (% number) of individual particles obtained 
by scanning electron microscopy for PM10 and PM1.

Figure 4. Distribution des espèces présentes dans les PM10 et PM1, obtenue par analyse Raman 
ponctuelle automatisée (200 particules par échantillon).

Relative proportion of molecular species within PM10 and PM1 samples obtained 
by automated Raman analysis (200 particles for each sample).

Tableau III. Fragments moléculaires obtenus par analyse ToF-SIMS en mode positif et en mode négatif.
Molecular clusters obtained by ToF-SIMS analysis in positive and negative modes from particle surface.
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bués à des sulfates mixtes Pb/Na et Pb/K (� gure 5a). 
L’analyse de surface met en évidence la présence de 
fragments moléculaires contenant Cl tels que PbCl2

-, 
PbCl3

-, PbClO-, PbCl- et FeCl3
-. Ces fragments molé-

culaires peuvent être attribués à des espèces telles 
que PbCl2, FeCl3 et Pb(ClO4)2. Les images TOF-SIMS 
reconstruites à partir de l’intensité des pics de masse 
sélectionnés montrent que les espèces chlorées se 
trouvent principalement à la surface de particules 
riches en plomb (� gure 5b). Cette observation montre 
la présence de composés solubles de type PbCl2 po-
tentiellement plus disponibles en surface des parti-
cules (Ks[PbCl2] = 1,7.10-5 , Ks[PbSO4] = 1,8.10-8). 

Figures 5. a) Spectres de masse des 
principaux clusters de Pb détectés b) 
Distribution des clusters en surface des 

particules par imagerie ToF-SIMS 
dans les PM1.

a) Mass spectra of the main detected 
Pb clusters b) Distribution of clusters 

on particles surface by ToF-SIMS 
imaging for the PM1 size fraction.

Les compositions élémentaires et molécu-
laires des particules prélevées en proximité 
des végétaux montrent un enrichissement en 
Pb et en Fe comparées à celles des particules 
prélevées dans les ateliers (Uzu et al., 2011). 
Cependant, nous n’observons pas de modi� ca-
tions chimiques des particules lors de leur par-
cours dans l’atmosphère proche des sources 
émettrices. En revanche, le plomb et les métaux 
associés (As notamment) sont principalement 
concentrés dans la fraction � ne (PM1) des retom-
bées atmosphériques.

3. 2. Impact des retombées atmosphériques sur 
les plantes potagères

3. 2. 1. Concentrations en métaux dans les 
feuilles de choux exposées aux retombées 
atmosphériques

La concentration en métaux dans les feuilles de 
choux a été déterminée pour les plantes traitées et 
non traitées avec le TCA (voir § 2.2.1) exposées aux 
retombées atmosphériques pendant 6 semaines ; elle 
est présentée � gure 6. 

Les résultats des analyses ICP-MS montrent l’ac-
cumulation en Pb mais également la présence des 
éléments As, Cd et Sb dans les feuilles exposées. En 
revanche, les concentrations en Zn et Cu dans les 
plants contaminés sont voisines de celles des plants 
témoins. Le cuivre et le zinc sont des éléments es-
sentiels à la croissance de la plante et sont retrou-
vés dans les tissus végétaux. Par ailleurs, bien que 
détectés dans les particules émises, ces éléments 
sont en faible concentration dans les échantillons pré-

levés à l’émission (Uzu et al., 2011). L’exposition aux 
particules n’induit pas une accumulation signi� cative 
en Cu et Zn dans les feuilles des plantes. Comme at-
tendu, les niveaux de concentrations en Pb mesurés 
dans les feuilles sont élevés par rapport aux autres 
métaux et atteignent 286 ± 27 mg de Pb/kg poids sec. 
Ce résultat est en accord avec les données de la lit-
térature montrant une accumulation moyenne en Pb 
d’environ 7 ppm/jour d’exposition dans les feuilles de 
salade (Uzu et al., 2010). Même après un lavage soi-
gné, une quantité importante de particules reste � xée 
sur/dans les feuilles (~75 %). Étonnamment, les taux 
d’accumulation en métaux sont identiques dans les 
feuilles traitées et non traitées. La concentration en 
cires épicuticulaires n’aurait apparemment pas d’in-
� uence sur la � xation et l’accumulation des métaux 
dans des végétaux exposés.

3. 2. 2. Localisation des zones riches en métaux et 
spéciation du plomb

L’observation par microscopie électronique des 
faces adaxiales des feuilles contaminées prélevées 
sur des plants traités et non traités montre la présence 
de dépôts de particules piégées sur la surface, recou-
vrant ~ 2  % de la feuille. L’analyse élémentaire des 
particules � xées en surface révèle principalement la 
présence de Pb associé ou non avec des particules 
riches en Fe. Les analyses Raman montrent que le 
plomb est majoritairement sous forme de sulfates 
(PbSO

4) et que Fe est sous forme d’oxydes (Fe2O3). 
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Ces espèces ont été également identi� ées dans les 
retombées atmosphériques. En revanche, les compo-
sés solubles tels que Na2SO4, majoritaires dans les 
échantillons de particules prélevées en proximité des 
végétaux, ne sont pas observés sur la surface des 
feuilles. La présence majoritaire des composés peu 
ou pas solubles dans les dépôts est probablement 
due à la solubilisation des espèces solubles, en par-
ticulier Na2SO4, FeCl3 et PbCl2 lors de leur séjour sur 
la surface de la feuille. Ceci laisse supposer un trans-
fert possible du plomb sous forme de Pb2+ dans les 
feuilles. 

Par ailleurs, l’observation de la présence de par-
ticules � nes (<1 µm) dans les stomates des feuilles 
con� rme les observations faites dans d’autres travaux 
(Birbaum et al., 2010 ; Eichert et al., 2008 ; Schreck 
et al., 2012 ; Uzu et al., 2010) montrant ainsi une voie 
possible d’entrée des particules dans les feuilles de 
végétaux. En� n, la présence de zones nécrotiques 
riches en plomb à la surface des feuilles a également 
été observée. Dans la plupart de ces zones, la spé-
ciation du plomb dans les particules reste inchangée 
(PbSO4). Les particules peuvent être ou non piégées 
par les cires épicuticulaires. Les études précédentes 
sur des feuilles de salades contaminées par le même 
type de particules montrent des résultats similaires 
(Schreck et al., 2012, Uzu et al., 2010). Toutefois, dans 
certaines de ces nécroses, nous avons constaté la 
formation de précipités contenant Pb, P et Cl. Ces 
précipités semblent se former dans la cuticule et ce, 
quelle que soit son épaisseur (� gure 7). 

La néoformation de composés tels que la pyromor-
phite (Pb5(PO4)3Cl) est généralement identi� ée dans 
les racines de végétaux contaminés par voie racinaire 
(Antibus et al., 1997 ; Bolan et al., 2014 ; Laurette et 
al., 2012), elle résulte d’un processus biologique d’im-
mobilisation du plomb par les végétaux (Chrysochoou 
et al., 2007 ; Cotter-Howells, 1996 ; Hashimoto et al., 
2009  ; Miretzky et Fernandez-Cirelli, 2008  ; Nriagu, 
1973  ; Park et Bolan, 2013, Ruby et al., 1994). En 
revanche, à notre connaissance, la littérature ne re-
late pas la formation de phosphates de Pb lors d’un 
éventuel transfert foliaire de Pb2+ via les feuilles. Il est 
possible d’envisager que le processus nécrotique in-
duise une fuite du contenu cellulaire (qui pourrait être 
due à une altération de la membrane suite à un stress 
oxydant ou à la présence de métaux à proximité) qui 
modi� e les conditions de pH et la présence de cer-
tains éléments à proximité des particules provoquant 
la précipitation de la pyromorphite.

Il est à noter que les études réalisées précédem-
ment sur le transfert foliaire de particules dans les 
feuilles de salade montrent principalement la carbo-
natation des particules de sulfate de Pb dans les né-
croses et/ou un phénomène d’endocytose sans chan-
gement de composition des particules (Birbaum et al., 
2010 ; Nair et al., 2010 ; Samaj et al., 2004 ; Terzaghi 
et al., 2013). 

L’observation en microscopie électronique de 
coupes transversales de feuilles traitées par du TCA 
montre la présence de � nes particules en surface, 

Figure 6. Concentration en métaux dans les feuilles de choux par analyse ICP-MS. Les abréviations Ct et 
Cp sont utlisées respectivement pour les choux témoins et les choux pollués. Les signes + et - signi� ent 

respectivement la présence et l’absence de cires.
Total metal concentrations in cabbage leaves by ICP-MS measurements. Ct and Cp 
represent control and particles-contaminated cabbages, respectively. The signs + 

and – indicate the presence and absence of epicuticular waxes, respectively.
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piégées dans les cires épicuticulaires résiduelles 
mais également dans les tissus de la feuille (� gure 8). 
Ces observations montreraient le transfert des parti-
cules les plus � nes (< 1µm) vers le mésophylle. Ceci 
peut résulter soit du transfert des � nes particules via 
les stomates en accord avec des travaux antérieurs 
(Eichert et al., 2008 ; Nair et al., 2010), soit de la disso-
lution et précipitation de composés riches en Pb dans 
les tissus. Plusieurs auteurs ont proposé que les parti-
cules puissent être piégées dans la cuticule et ensuite 
être diffusées dans les tissus de la feuille, après dis-
solution ou translocation dans la cuticule (Schreck et 
al., 2012 ; Uzu et al., 2010). 

Ces premiers travaux basés sur des observations 
réalisées par microscopie ne permettent pas de 
mettre en évidence l’in� uence de la cuticule sur l’ac-
cumulation des métaux dans les feuilles de végétaux. 
En effet, les mêmes phénomènes (accumulation en 
surface, taux de recouvrement, spéciation, formation 
de nécroses) sont observés dans les feuilles de plants 
traités et non traités. 

3. 3. Exposition des choux à des particules 
modèles en conditions contrôlées

A� n de mieux comprendre l’impact génotoxique des 
particules riches en métaux et d’étudier l’in� uence 
des cires épicuticulaires sur l’accumulation des mé-
taux, des choux ont été exposés à des particules mo-
dèles. Les expériences ont été réalisées en chambre 
d’exposition en conditions contrôlées comme détaillé 
dans le § 2.2.2. 

3. 3. 1. Localisation des zones riches en métaux et 
spéciation

Dans cette étude, des feuilles de choux traités et 
non traités ont été exposées pendant 5, 10 et 15 jours 
à des particules monométalliques non solubles de 
PbSO

4, CuO et CdO. Les observations réalisées par 
microscopie électronique et microscopie optique sur 
les feuilles des plants non traités montrent la présence 
de particules piégées sur les surfaces des feuilles 
sans changement notable de l’aspect des feuilles, 

Figure 7. Formation de précipités riches en Pb, P et Cl observés dans la cuticule.
Formation of Pb, P and Cl rich precipitates in the cuticle. Elemental cartography and EDX spectrum.

Figure 8. Coupe transversale d’une feuille traitée par du TCA montrant l’intégration des particules dans 
les cellules du mésophylle.

Cross section of TCA-Treated leaf showing the integration of particles in the cells of the mesophyll.
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ni de la répartition des particules sur la surface des 
feuilles (~1,5 %), et ce, quel que soit le temps d’ex-
position. Les analyses par microspectrométrie Raman 
montrent les spectres caractéristiques des composés 
purs (PbSO4, CdO, CuO) sans modi�cation de spécia-
tion des métaux.

En revanche, bien que le taux de recouvrement des 
feuilles en particules semble identique, les observa-
tions réalisées sur les feuilles des plants traités par 
le TCA révèlent la présence de nécroses probable-
ment induites par les particules, et ce quel que soit 
le type de particules. Aucune transformation chimique 
des particules en surface des feuilles ou dans les né-
croses n’a été observée. 

L’observation de coupes transversales de feuilles 
des plants traités montre le transfert des particules 
plus en profondeur dans les tissus, probablement lié 
au transfert via les stomates, comme montré précé-
demment (Schreck et al., 2012  ; Uzu et al., 2010). Il 
semblerait que l’épaisseur de la cuticule ne joue pas 
un rôle sur la quantité de particules retenues en sur-
face mais, comme attendu, elle sert de barrière pro-
tectrice des tissus et limite le processus de formation 
de nécroses induit par les particules. Les stomates 
semblent une voie privilégiée de transfert des �nes 
particules dans le mésophylle.

3. 3. 2. Impacts génotoxiques de contamination 
des feuilles et rôle sur l’activité photosynthétique

Une mesure de l’activité photosynthétique de la 
plante pour chaque temps d’exposition a été effec-
tuée. Les résultats sont présentés �gure 9. Les me-
sures de �uorescence de la chlorophylle montrent 
que le type de particules ayant le plus d’impact sur 
l’activité photosynthétique des plants est CuO (Fv/Fm 
le plus bas). Vient ensuite CdO et en�n PbSO

4. Cette 
tendance est plus marquée pour les plants de choux 
traités et dépend du temps d’exposition. 

L’effet du cuivre est attendu mais laisse supposer 
qu’une partie des particules de CuO se sont dissoutes, 
puisque seul Cu sous forme ionique possède une 
action sur les mécanismes cellulaires (Maksymiec, 
1997). 

Même si le rôle protecteur de la cuticule face aux 
agents toxiques est clairement mis en évidence par 
les tests génotoxiques et les mesures de l’activité 
photosynthétique, il semblerait qu’une partie des mé-
taux soit présente dans les tissus induisant des méca-
nismes cellulaires complexes. Nos expérimentations 
ne permettent pas de mettre en évidence si ces méca-
nismes sont induits par la présence des métaux sous 

forme ionique (après dissolution, même très partielle, 
des particules) ou par le transfert de particules dans 
les tissus. En effet, les tailles de particules (notam-
ment pour CdO et CuO) et leur présence abondante 
dans les stomates laissent supposer un transfert fo-
liaire même limité.

Ces mesures ont été complétées par un test des 
comètes effectué sur les choux exposés en conditions 
contrôlées, comme détaillé dans le § 2.4.3. L’ensemble 
des résultats est présenté �gure 10. Les graphes 
montrent clairement que la génotoxicité dépend du 
type de particules auxquelles les feuilles ont été expo-
sées, du temps d’exposition et de la concentration en 
cires épicuticulaires ; le TCA n’étant pas génotoxique 
pour la plante à la concentration utilisée (Garrec et al., 
1995 ; Rzepka, 2008).

Pour CuO : A t = 5 jours le test des comètes montre 
que les particules de CuO ont un effet génotoxique 
sur la plante, que ce soit pour les choux traités ou 
non (p < 0,0001 pour le chou non traité et p = 0,006 
pour le chou traité). Il est bien connu que même à 
des concentrations micromolaires, Cu peut causer 
des dommages à l’ADN (Maksymiec, 1997). Pour les 
plants non traités, ces effets ne sont visibles qu’au 5e 
jour d’exposition. Après 5 jours d’exposition, la plante 
mettrait en jeu des mécanismes de réparation, com-
pensant alors la génotoxicité du cuivre. En revanche, 
une forte génotoxicité est observée à 10 jours d’expo-
sition pour les plants traités, mais de même que pour 
les plants non traités, la plante semble mettre en place 
des mécanismes de réparation. 

Pour CdO : Les effets observés pour CdO sont si-
milaires à ceux observés pour CuO. Peu d’effets sont 
observés à t = 5 jours pour les plants contaminés 
par CdO (p = 0,227 pour le TCA et p = 0,029 pour 
le chou non traité). Après 10 jours d’exposition, seuls 
les plants traités sont affectés, montrant le rôle protec-
teur de la cuticule. À 15 jours d’exposition, les effets 
observés diminuent. Ces résultats montrent que CdO 
endommage très peu l’ADN quel que soit le temps 
d’exposition considéré. Or le cadmium est considéré 
comme un élément génotoxique lorsqu’il est introduit 
sous forme de Cd2+ (Cuny et Van Haluwyn, 2001  ; 
Cuny et al., 2004 ; Rzepka-Cuny et Cuny, 2011). Dans 
nos conditions expérimentales, les particules reste-
raient piégées en surface (dans les cires épicuticu-
laires) sans effet délétère pour la plante. 

Pour PbSO4 : Les résultats montrent que PbSO4 a 
un effet génotoxique particulièrement important sur 
les choux traités au TCA, c’est-à-dire sans cuticule. En 
effet, une signi�cativité p < 0,0001 est obtenue pour le 
TCA alors le chou non traité présente une valeur de 
p = 0,599 à 5 jours d’exposition. La diminution de la 
quantité de cires épicuticulaires fragiliserait les plants 
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Figure 9. Valeurs moyennes de Fv/Fm obtenues par mesure de l’activité photosynthétique 
pour chaque échantillon.

Mean values of Fv/Fm by � uorescence measurement for each sample.
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par rapport aux effets du plomb. Après 10 jours d’ex-
position, le test montre que PbSO4 a un effet géno-
toxique à la fois sur les choux traités (p < 0,0001) et les 
choux non traités (p < 0,0001). Ce phénomène laisse 
suggérer que la présence des cires épicuticulaires re-
tarderait la survenue des effets génotoxiques. Comme 
observé précédemment, l’effet génotoxique diminue 
après 15 jours d’exposition. Il est à noter qu’aucune 
étude menée sur le plomb n’a jusqu’à maintenant mis 
en évidence son caractère génotoxique. Ceci nous 
laisse penser que les effets observés seraient liés à 
la cytotoxicité du plomb qui se traduirait indirectement 

par une génotoxicité, induite par la contamination 
foliaire. 

Il est intéressant de noter que quel que soit le 
type de particules considéré, plus aucun effet 
n’est détecté pour les plants traités ou non trai-
tés après 15 jours d’exposition. Toutes les condi-
tions présentent moins de 4 % d’ADN endomma-
gé. Ce fait nous permet d’avancer que la plante 
est capable de se défendre rapidement face aux 
agressions extérieures telles que le dépôt de 
particules. 

Figure 10. Effet génotoxique des métaux en fonction du temps d’exposition pour des plants non traités 
et des plants traités par le TCA.

Genotoxic effects generated by metals deposits according to the 
time of exposure for untreated and TCA-treated plants.
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4. Conclusions et perspectives

L’étude de l’accumulation et du transfert de métaux 
par voie foliaire dans des végétaux (légumes) cultivés 
en proximité d’usines qui émettent des métaux ou en 
zones urbaines à densité de population élevée est 
un enjeu sanitaire. L’évaluation des risques sanitaires 
nécessite, d’une part, la caractérisation à l’échelle 
individuelle des particules métalliques retombant en 
proximité de ces végétaux et, d’autre part, l’étude 
du devenir des métaux sur/dans les feuilles des vé-
gétaux, in�uencé par de possibles transformations 
bio-physico-chimiques. 

La caractérisation des particules provenant des re-
tombées atmosphériques d’une usine de recyclage 
de batteries au plomb a été effectuée grâce à un 
couplage de techniques de microanalyse et d’image-
rie qui apportent des informations complémentaires à 
différentes échelles et pour différents éléments. Les ré-
sultats ont montré que les particules riches en plomb 
se trouvaient majoritairement dans les fractions les 
plus �nes (PM

1), considérées comme étant les plus 
réactives : forte solubilité, capacité à pénétrer dans les 
stomates... L’analyse par microspectrométrie Raman a 
montré que le plomb était principalement sous forme 
de sulfates PbSO4 et PbO.PbSO4 en mélange avec 
d’autres espèces (Na2SO4 et Fe2O3). Des espèces 
chlorées (telles que PbCl2 ou FeCl3) ont été mises 
en évidence en surface des particules. Ces espèces 
plus solubles que les sulfates sont potentiellement 
plus biodisponibles et risquent donc d’induire des ef-
fets délétères plus importants. L’exposition pendant 6 
semaines de choux aux retombées atmosphériques 
de l’usine n’a pas mis en évidence une in�uence de 
la concentration en cires sur la quantité de particules 
accumulées sur les feuilles, ni sur le transfert foliaire. 
En revanche, les cires épicuticulaires jouent un rôle 
protecteur et retardent la formation de nécroses. Les 
stomates sont une voie de transfert importante des 
particules les plus �nes : l’utilisation croissante de na-

noparticules pour diverses applications pourrait donc 
accroître les concentrations en polluants des végé-
taux. Pour les plants traités et non traités, des dépôts 
d’amas de particules piégées en surface des feuilles 
sont observés et représentent un taux de recouvre-
ment des feuilles ~2 %. Ces amas sont principalement 
constitués de particules insolubles (PbSO4 et Fe2O3), 
les composés solubles PbCl2, FeCl3 et Na2SO4 identi-
�és dans les retombées ne sont pas observés en sur-
face des feuilles. Ceci laisse supposer qu’ils ont été 
lessivés de la surface des feuilles lors de l’exposition. 
Par ailleurs, des précipités riches en Pb, P et Cl ont 
été mis en évidence dans des zones nécrosées de 
plants traités. Les résultats montrent la capture/l’im-
mobilisation des métaux par la plante. Cependant, les 
mécanismes d’internalisation n’ont pu être clairement 
mis en évidence à partir des seules observations de 
microscopie. Toutefois, même si la majeure partie des 
particules restent piégées en surface, un travail récent 
a montré que les métaux contenus dans les particules 
étaient largement plus bioaccessibles lorsque les 
particules sont piégées par les feuilles (Xiong et al., 
2014).

L’étude de l’impact de l’exposition aux particules sur 
l’appareil foliaire de la plante a été réalisée à l’aide 
de tests de génotoxicité et de la mesure de l’activité 
photosynthétique. Les expériences ont été menées 
en chambre d’exposition avec des particules modèles 
(CdO, CuO et PbSO

4) pour des temps d’exposition de 
5, 10 et 15 jours. Les quantités de particules piégées 
en surface des feuilles sont similaires à celles obser-
vées sur les plants exposés aux émissions de l’usine.

Les résultats des tests de génotoxicité et les sui-
vis de la �uorescence de la chlorophylle montrent des 
comportements similaires pour les particules de CuO 
et de CdO. Les résultats semblent mettre en évidence 
la mise en place de mécanismes de compensation, 
voire de réparation, au sein des cellules. Nos résultats 
montrent également que la cuticule retarderait les ef-
fets phytotoxiques et/ou génotoxiques des particules. 
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