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AVANT-PROPOS

Ce stage entre dans le cadre d’un vaste projet de mesure de I'impact des sous-produits de
chloration appelé FOS-SEA, ayant comme titre « I'Evaluation du Risque Environnemental lié a
la Maitrise du Biofouling en Zone Littorale Méditerranéenne », sous la direction de Monsieur
Jean-Luc Boudenne du Laboratoire de Chimie de I'Environnement (LCE). Ce projet est initié
en novembre 2016 pour une durée de 4 ans et financé par I’ANR a hauteur de 682 594
euros.

L'étude vise a répondre a 4 objectifs principaux :

- Identifier et quantifier les différents composés bromés et chlorobromés qui
peuvent étre présents et/ou générés durant les procédés de chloration (dans
I'eau, I'air, ainsi que dans les poissons, les oursins et les moules péchés et
ramassés pour la consommation humaine).

- Déterminer les schémas réactionnels de leur formation et de leur devenir.

- Etudier leur transfert (eau, air, mollusques et poissons, sédiments) et leur
dissémination (effets de dilution, hydrolyse, photolyse, et/ou persistance).

- Observer leur toxicité globale ainsi que celle de leurs produits de transformation.

Un consortium regroupant quatre laboratoires et deux industries a été créé pour réaliser ces
4 axes de recherche, le Laboratoire Chimie de I'Environnement (LCE, Aix-Marseille
Université), I'Institut Ecocitoyen pour la Connaissance des Pollutions (IECP), le Laboratoire
PROcessus de Transferts et d’Echange dans I'Environnement (PROTEE, Université de Toulon),
I'Institut Méditerranéen de Biodiversité et d’Ecologie (IMBE, Aix-Marseille Université),
ELENGY (Terminal méthanier de Fos Cavaou) et EDF (Centre R&D, Chatou).
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INTRODUCTION

Situé entre Martigues et Port-Saint-Louis-du-Rhone, le Golfe de Fos est le premier port
commercial francais, et l'un des premiers d’Europe, abritant une zone industrielle
d’envergure internationale. Il s’agit d'industries lourdes, avec des raffineries, des dépots
pétroliers, un complexe sidérurgique (ArcelorMittal), des usines métallurgiques et
pétrochimiques. Plusieurs dizaines de ces sites sont classés Seveso 2, ce qui assimile ces
industries a des activités dangereuses. Il semble donc naturel de surveiller I'adaptation de
I’écosysteme et son éventuelle contamination. D’autant que le Golfe du Fos est resté un lieu
d’activités de loisirs (plaisance, péche, baignade...) fréquenté par de nombreux touristes et
riverains.

Depuis les années 2000, les habitants du golfe s’inquiétent de l'impact du cumul des
expositions aux polluants environnementaux sur leur santé. Ces craintes ont été confirmées
début 2017 par une étude basée sur la santé de 816 riverains de la commune de Fos-sur-Mer
et Port-Saint-Louis-du-Rhéne!. Elle démontre qu’ils sont davantage touchés par des
affections respiratoires, diabétes et cancers. 63% des habitants de ces deux communes
soufrent ainsi d’au moins une maladie chronique contre 36,6% en France. Sur ces
inquiétudes, les élus de l'intercommunalité Ouest Provence ont mis en place, en 2010,
I'Institut Ecocitoyen pour la Connaissance des Pollutions au coeur de la zone industrialo-
portuaire. Son role est de chercher a mieux connaitre les pollutions et leurs effets sur
I'environnement et la santé afin d’informer la population. Cette zone portuaire est
précisément concernée par les risques environnementaux et sanitaires, liés principalement a
la forte densité industrielle, mais aussi a d’autres sources comme le transport ou le
chauffage résidentiel.

De nombreux sites industriels dans le monde, et dans le pourtour du golfe, utilisent I'eau de
mer a des fins de refroidissement (industries pétrochimiques et sidérurgiques) ou a des fins
de réchauffement (terminaux méthaniers pour la liquéfaction des gaz). Pour contréler la
formation de biofilms dans les échangeurs thermiques ou de moules dans les conduites
industrielles®®, la chloration de 'eau de mer reste considérée comme 'un des moyens les
plus efficaces et les moins coliteux. La chloration est menée soit par dissolution du chlore
gazeux, soit par addition de solution d’hypochlorite de sodium, soit encore, dans le cas
d’utilisation d’eau de mer, par électrolyse (appelée éléctrochloration).

Ces rejets chlorés aboutissent a la production de plusieurs sous-produits de chloration
(SPCs). Ces derniers sont, pour la plupart, soupconnés ou reconnus toxiques, avec un impact
sur I’environnement et la santé humaine en fonction des teneurs présentes®>47,




L'analyse de la contamination des organismes marins est donc indispensable afin d’en
mesurer I'exposition. Cette mesure de la bioaccumulation donne une vision intégrée sur le
temps de la contamination chimique. En fonction de I'espece et de I'organe étudiés, la
contamination peut varier de quelques jours a plusieurs mois alors que des mesures de I'eau
reflétent la contamination a un instant précis. Pour une espéce sédentaire, cela refléte
également I'exposition des organismes dans une zone géographique précise. En paralléle des
mesures dans I'eau, un facteur de bioaccumulation peut étre estimé servant a modéliser la
contamination ou simplement a mieux évaluer l'impact du procédé de chloration.
L'emplacement dans la chaine alimentaire peut démontrer une bioaccumulation qui accroit
au fil de la chaine, en fonction des espéces consommées. Ces analyses peuvent montrer si le
polluant en question est assimilable par le vivant. La bioaccumulation des especes marines
permet également d’évaluer le risque rencontré par I'étre humain par la consommation de
ces espéces.®

Dans le cas du Golfe de Fos qui réunit de nombreuses activités industrielles, plusieurs
millions de meétres cubes par jour d’eaux traités par chloration (ou éléctrochloration) sont
rejetés en mer, ce qui peut donc amener a une exposition chronique aux SPCs et a un impact
sur I’écosystéme, méme si les concentrations restent relativement modérées. Pour apprécier
I'impact des rejets chlorées sur le golfe et pour envisager des solutions avec les acteurs
locaux comme les industriels, une meilleure compréhension du comportement de ces rejets
est donc nécessaire.

L'objectif de ce stage consiste principalement a mettre au point une méthode d’extraction
pour l'identification et la quantification des halophénols, une famille de sous-produits de
chloration, dans les organismes marins par chromatographie en phase gazeuse couplée a un
détecteur a capture d’électrons. L'autre but est de caractériser ces organismes marins par
I’analyse des isotopes stables pour connaitre la position dans la chaine alimentaire, par des
données morphologiques comme la taille et le poids et par des données biologiques comme
la teneur en eau et teneur lipidique, puisque la bioaccumulation dans les tissus adipeux est
souvent favorisée.

Une présentation rapide de I'Institut Ecocitoyen pour la Connaissance des Pollutions et de la
zone d’étude sera réalisée dans une premiére partie. Dans un deuxieme temps, I'étude de
caractérisation isotopique, morphologique et biologique des organismes marins sera
présentée. Dans un troisieme et dernier temps, le développement de la méthode
d’extraction, son application et ses limites seront décrits.
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L'histoire derniére de la zone portuaire de Fos est marquée par des questions
environnementales et des liens de contestations entre différents protagonistes (citoyens,
industriels, hommes politiques, services de I'Etat). Plus exactement, I'installation d'un
incinérateur pour le traitement des déchets ménagers de la cité phocéenne dans la ZIP fait
ressurgir les questions sur la pollution atmosphérique. Sur ce sentiment, les représentants
du SAN Ouest-Provence ont choisi d'équiper le territoire d’'une politique scientifique par la
création de I'Institut en 2010. L'IECP a comme objectif d'élaborer et d'animer des études
scientifiques dont le but est d’augmenter la connaissance sur les pollutions des différentes
thématiques (eau, air, sol) et leurs conséquences sur I'homme et I'environnement.

L'IECP est un organisme a but non lucratif composé d'un conseil administration, d'un conseil
scientifique et d'un groupe opérationnel : Le conseil d’administration (CA) rassemble les
dirigeants des protagonistes du territoire par colléges (collectivités, citoyens, industriels,
chercheurs, médecins et pharmaciens). Son président est Henri Wortham. Le CA est I'endroit
ou des sollicitations territoriales associées a I'aménagement et aux choix économiques
émergent, et ou sont actés les décisions du conseil scientifique et le budget de I'lECP. Le
conseil scientifique, regroupant des chercheurs issus d'organismes publics et des
professionnels de santé, analyse les interrogations posées et participe a fournir la
connaissance pour y apporter une solution. Il trace la stratégie scientifique de I'lECP, offre
son opinion sur les agissements en cours et en projet. Une équipe fonctionnelle gere
quotidiennement le travail de I'Institut. Elle se compose actuellement de 10 salariés.

L’'IECP est financé principalement par la Métropole Aix-Marseille-Provence (territoire d’Istres
- Ouest Provence) et par la ville de Fos-sur-Mer, a hauteur de 700 000 € par an (subventions
2017), mais aussi par des appels a projets comme ceux de I'’Agence Nationale de la
Recherche (ANR). L'Institut posséde des partenariats scientifiques avec des universités
comme Aix-Marseille ou Toulon.

L'Institut se trouve dans une situation ou de fortes tensions sont présentes, entrainant
parfois des situations complexes. Car, le développement économique du secteur répondant
a des logiques mondiales, la gestion des pollutions causées par ce développement
(industries, trafics routier et maritime, agriculture,) tout en répondant aux craintes des
citoyens, est difficile. Le dispositif VOCE, mise en place par I'Institut et soutenu par le
ministére de I'écologie (MEDDAT), offre la possibilité aux citoyens de mieux comprendre
I'environnement en participant a I'acquisition de données scientifiques qui viendront
compléter les études sur le territoire.
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Figure 1 : Localisation de la zone d’étude (Source : Open Street Maps)

Le Golfe de Fos s'étend sur 15 km environ du Cap Couronne a I'embouchure du Rhone,
entouré de Martigues, Port-de-Bouc, Fos-sur-Mer et Port-Saint-Louis-du-Rhéne. Sa surface
représente approximativement 100 km?, dont presque la moitié se situe au nord du They de
la Gracieuse (Figure 1). Les installations portuaires ont totalement marqué la géographie de
la zone par la création de plusieurs darses dont les plus grandes, Darse 1 et Darse 2,
mesurent jusqu'a 5 km de long et plus de 500 m de large. La Darse 4, créée par les plates-
formes de la presque-ile du Cavaou, face au They de la Gracieuse, augmente le
cantonnement de la partie ouest du golfe. La profondeur des eaux du golfe est en moyenne
de 8 m sur sa partie nord, et peut atteindre 50 a 60 m dans sa partie sud. L'activité portuaire
nécessite des dragages réguliers, entre 10 et 20 m de profondeur, dans chacune des darses
et le Gloria.
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Par sa proximité avec le Rhone, le Golfe de Fos est soumis aux arrivées d’eau douce et la
contamination du Rhéne peut avoir des conséquences. Le Canal de Caronte, relié a I'Etang
de Berre et les divers canaux qui se jettent dans le golfe, principalement en Darse 1, peuvent
aussi jouer un role sérieux.

Le Rhone tient un role essentiel dans I'ensemble des eaux méditerranéennes francaises. Il y
contribue 3 hauteur de 90 % des apports en eaux fluviales’. Son débit varie globalement
entre 500 et 2 500 m3/s avec des maximales & 4 000 m3/s hors crues. C’est le second fleuve
de la Méditerranée apreés le Nil en terme de débit. Le Rhéne ne se jette pas directement
dans le Golfe de Fos (Figure 1), mais il peut y étre entrainé suivant les conditions
météorologiques. Ces apports ont un impact trés important sur les apports en nutriments,
ou encore sur la contamination chimique des eaux et des sédiments®1, Le fleuve traverse
des régions habitées et industrialisées, particulierement vers Lyon, et a fait I'objet
d'interdiction de péche en raison de sa contamination en PCB par exemple.

Caronte est la seconde entrée d'eau douce en terme de débit, estimé en moyenne a environ
260 m3/s'°, L'Etang de Berre est alimenté principalement en eau douce par la centrale
hydroélectrique EDF de Saint-Chamas, qui apporte les eaux provenant de la Durance, par le
canal EDF. L'Etang est aussi soumis a plusieurs phénomeénes anthropiques, provenant de la
centrale hydroélectrique, de la présence de deux sites pétrochimiques importants (Berre, La
Mede) et des stations d'épuration du pourtour de I'étang.

Enfin, plusieurs canaux se jettent dans le golfe, dont la trés grande majorité en terme de
débit se déverse via la Darse 1, qui est approvisionnée en eaux douces par le canal d’Arles a
Fos et par le canal du Rhéne 3 Fos. Le débit du canal d'Arles a Fos est d’environ 8,5 m3/s'2.
Enfin, le canal de Fos a Bouc débouche dans la partie sud de la Darse 1, avec un débit
environnant les 5,4 m3/s!2. Ce dernier, qui relie la Darse 1 au canal de Caronte, constitue
I'exutoire du complexe sidérurgique ArcelorMittal, de la raffinerie Esso, de la station
d’épuration de Fos-sur-Mer.
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MATERIELS ET METHODES

Afin de caractériser I’exposition du milieu marin aux contaminants chimiques, les critéres de

choix ont notamment porté sur les paramétres suivants :

e Présence de |'espéce dans le Golfe de Fos, toute I'année.

e Sédentarité de I'espéce, permettant d'identifier I'origine locale des contaminations.

e Potentiel d'accumulation fort, par un niveau trophique et une espérance de vie élevés.

e Caractéristiques physiologiques (taille, poids...) permettant le prélévement d'échantillons
homogénes et en quantités suffisantes (minimum 15 g de poids sec, ou 100 g bruts)

Le choix s'est donc porté sur le congre commun (Conger Conger), I'oursin violet
(Paracentrotus lividus) et la moule méditerranéenne (Mytilus galloprovincialis). Ces espéces
sont, de plus, des espéces comestibles. Toutefois, le congre est peu consommé autour du
golfe et la péche commerciale n'y est pas pratiquée, contrairement aux moules et aux
oursins. L'oursin violet est également étudié en écotoxicologie dans le projet FOSSEA.

Pour I'’étude des sous-produits de chloration dans les organismes marins dans le Golfe de
Fos, onze stations sont échantillonnées sur quatre villes, a Port-Saint-Louis-du-Rhéne, a Fos-
sur-Mer, a Port-de-Bouc et a Martigues. Ces villes sont situées sur I'ensemble du Golfe de
Fos. Les échantillons ont été péchés pendant I'automne 2017, entre fin octobre et fin

novembre.
. Muscles de Foies de .
COMMUNE Zone Station Qursins Moules
Congre Congre
EOLIENNE 9 5 5 40 60
SAINT-
14 60 80
GERVAIS
FOS-SUR-MER CAVAOU 12 4 4 60 48
TONKIN 8 48
CYCOFOS 11 5 5 60
GPMM 7 59
PORT-DE-BOUC  LES LECQUES 16 1 47 80
PORT-SAINT- GLORIA 3 40 62
LOUIS CARTEAU 17 6 6 57
LAVERA 13 2 2 60
MARTIGUES
PONTEAU 24 40
TOTAL 23 22 287 614
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Figure 2 : Nombre d'individus péchés par station au sein du Golfe de Fos et position de
chaque station sur le Golfe (Source : Google Maps).

Les oursins ont été prélevés entre 1 et 3 métres de fond a pied ou en apnée sur des fonds de
préférences rocheux. Les moules ont été détachées une par une avec un couteau en acier. lls
ont été stockés dans des glaciéres remplies d’eau de mer aprés la péche, avec une glaciére
par station. Les congres ont été péchés en utilisant la technique de péche aux palangres.

287 oursins ont été récoltés, avec des tailles comprises entre 4 et 7 cm sans les épines, sur 6
stations. La péche a été globalement répartie sur le golfe. A I'ouest, 140 ont été prélevés
(stations 9, 12 et 3) et a I'est, 147 (stations 14, 16 et 24). 614 moules ont été péchées sur
I’ensemble du golfe, présentant des tailles comprises entre 2,50 et 9,50 cm, réparties sur 10
stations sauf a Ponteau (station 24). La majorité des moules, 394 sur 614, ont été péchées a
I'ouest du golfe (stations 9, 12, 3, 8, 11, 7, 17), et 80 a 'est, a Fos-sur-Mer et a Port-de-Bouc
(stations 14 et 16) et 60 a Lavéra (station 13). 23 poissons ont été prélevés, présentant des
tailles comprises entre 0,66 et 1,40 m et des poids compris entre 550 et 6400 g, répartis sur
6 stations. La majorité des poissons, 20 des 23, a été péchée a I'ouest du golfe (stations 17,
9, 11, 12). Les trois autres provenaient de Port-de-Bouc (station 16) et de Lavera (station 13).
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Les poissons, préalablement pesés et mesurés, sont éviscérés et les muscles sont découpés a
I'aide de scalpels stériles en acier inoxydable. Les deux filets prélevés sont conditionnés dans
du papier aluminium et conservés a - 45°C. Le foie est également récupéré, conservé a -
45°C dans un flacon en HDPE de 250 ml.

Les oursins sont ouverts, et leurs gonades et leur appareil digestif sont séparés a I'aide d'un
couteau en céramique. Par site, les gonades sont prélevées puis conditionnées dans 4
flacons en HDPE de 250 ml, et chaque échantillon composite est pesé. Cela constitue des
réplicas de prélévements. Chaque flacon contient de 10 a 15 individus en fonction de leur
taille, puis conservés a -45°C.

Les moules sont triées en 4 groupes en fonction de leur taille. Elles sont décoquillées avec un
couteau a huitre ou un scalpel en acier inoxydable propre. Le byssus est arraché. Les chairs
sont ensuite conditionnées dans 4 flacons en HDPE de 250 ml, chaque échantillon composite
est pesé puis conservé a -45°C. Chaque flacon contient de 12 3 20 individus.

Les échantillons sont lyophilisés (Christ Alpha 1-4 LD plus) a -55°C. Ils sont pesés avant et
aprés lyophilisation, afin de mesurer la teneur en eau dans les échantillons. Aprés
lyophilisation, ils sont réduits en poudre avec un broyeur a billes (Restch MM400 : 25 Hz
pendant 90 s a chaque passage) équipé de godets revétus de zirconium (Zr) et de billes en Zr,
jusqu'a obtention d'une poudre fine et homogéne. La poudre est finalement placée dans un
flacon en HDPE de 8 ou 12 ml. Les flacons sont conservés a - 45°C. Les flacons, destinés pour
I’analyse en SPCs, contiennent entre 1 et 5 g d’échantillons secs. Ceux destinés pour analyser
la teneur en matiére grasse, contiennent entre 1 et 2 g d’échantillons secs.

Pour les filets et les foies, les tissus conjonctifs qui séparent les couches de fibres
musculaires ne peuvent étre broyés par cette méthode et sont donc écartés manuellement
de la poudre, avec un tamis de contrdle (diamétre : 2 mm), afin de garantir ’homogénéité de
I'échantillon.

Entre chaque échantillon, le matériel utilisé est rincé a I'eau courante, a lI'eau Milli-Q°
(ThermoFisher Scientific Barnstead™ Smart2Pure™ 12), a I'acétone, a I'acide nitrique et
séché a I'’étuve (Binder FD 240) pendant deux heures.
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Le rapport entre la taille et le poids des individus permet de vérifier leur état de forme. La
relation entre la longueur totale des poissons et leur poids est en général, sous forme
puissance, aussi appelée allométrique. Elle est représentée par la relation de le Cren®® :

mp = a.l? (eq.1)

Avec mg, le poids brut, I, la longueur totale et b, le coefficient d’allométrie. Les poids bruts
portent sur le poids total des poissons, les moules entiéres hors coquille et byssus, et les
gonades des oursins. Les longueurs font référence aux dimensions maximales entre les
extrémités des congres et des moules, et aux diamétres hors piquants des oursins.
L'indice de condition relative (K:) a été calculé a partir des mesures de poids brut et de
longueur totale selon I'équation suivante :

mp

K. = — (eq.2)

a.l-f’w

L'age des poissons est déterminé approximativement en analysant leurs otolithes (os de
I'oreille interne) et leurs vertébres!41>16.17 | es résultats obtenus permettent de retrouver
une relation entre I'dge et la taille des individus. Pour cela, c'est le modéle de Von
Bertalanffy qui est généralement appliqué :

I, = 1,,(1 — e *(t-t0)) (eq.3)

ou [; est la taille de I'animal au temps t, [,, est longueur maximale hypothétique, K est
constante caractéristique de la croissance, elle indique la vitesse a laquelle la taille se
rapproche de [,,, t est I'dge de l'individu et to est I'age hypothétique d’'un individu de
longueur nulle.

Les analyses des otolithes et des vertébres n'ont pas été effectuées. Cependant, étant donné
la cohérence entre les mesures de taille et de poids avec celles présentées par la littérature,
I'dge des individus peut étre déterminé approximativement avec les valeurs moyennes des
paramétres de croissance [l,,, k et to décrits dans la littérature. Ainsi, en moyenne, ces
parametres donnent [,, = 255 cm ; k = 0,058 an-1 ; to = -1,67 an, selon les observations
microscopiques des otolithes41617,

La teneur en eau est variable entre les espéces, au sein d'une méme espéce ou entre le type
de tissu étudié. Celle-ci n'a a priori aucun lien avec les concentrations en polluants
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mesurées. Par conséquent, et a des fins de comparaison entre tissus ou espéces, il peut étre
préférable de se référer au poids sec du tissu analysé.

La teneur en eau a été calculée avec la formule suivante :

Masse brute (g) — Masse séche (g)

100=T 9
Masse brute (g) * 100 eneur en eau (%)

Les pesées ont été effectuées avant et aprés lyophilisation jusqu’a ce que le poids se
stabilise (écart < 5% en 24h).

La teneur en matiére grasse a été mesurée par le laboratoire départemental de la Drome a
Valence en France. Les échantillons a analyser ont été transportés, dans une glaciére par nos
soins. Si les concentrations en métaux se réferent généralement au poids sec, les
contaminants organiques peuvent étre exprimés par rapport a la teneur lipidique. Les
polluants organiques sont, pour la grande majorité, hydrophobes. Par conséquent, ils
peuvent étre fixés préférentiellement par les tissus gras et pour faciliter les rapprochements,
il peut étre intéressant de se retourner vers la masse de matiéres grasses.

Dans ce rapport, I'étude des niveaux trophiques dans I'écosystéme du Golfe de Fos a été
effectuée par I'analyse des rapports isotopiques de I'azote et du carbone du congre.

L'utilisation des isotopes stables en écologie est basée sur I'existence naturelle de deux
isotopes stables de masses différentes pour 'azote et le carbone. Deux éléments sont dits
isotopes quand ils ont le méme nombre de protons et d’électrons mais pas le méme nombre
de neutrons. On appelle isotope lourd l'isotope ayant un neutron supplémentaire. Les
proportions de chacun des isotopes, a I'état naturel, sont connues et montrent une quasi
omniprésence (> 98 %) de I'isotope léger!®2,

L'ensemble des changements biochimiques est associé a un fractionnement isotopique,
c’est-a-dire un changement des rapports isotopiques entre le substrat et le produit de cette
réaction. Ce fractionnement s’explique par le fait gu’un substrat plus léger requiert moins
d’énergie pour son utilisation dans la réaction enzymatique et est donc préférentiellement
intégré dans les macromolécules résultant des réactions biochimiques?!. Les disparités
métaboliques et enzymatiques entre les types de photosynthése mais aussi les disparités
abiotiques qui existent entre les milieux (terrestre vs marin par exemple) provoquent des
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segmentations isotopiques différentes et contribuent a créer des variations dans les ratios
isotopiques mesurés chez les producteurs primaires a la base des chaines trophiques.

Du fait de la stabilité des isotopes, les rapports isotopiques fixés par les producteurs
primaires ne subissent ordinairement que peu de changements lors de I'intégration de ces
atomes dans les réseaux trophiques. Cette propriété permet d'utiliser les isotopes stables du
C et du N comme traceurs écologiques dans les chaines trophiques. Les signatures
isotopiques mesurées chez un consommateur dépendent directement de celles de sa proie,
a un facteur de fractionnement prés. Ce facteur de fractionnement, spécifique pour le
carbone et I'azote, justifie I'utilisation couplée de ces deux traceurs car ils fournissent de fait
deux informations différentes.

A chaque niveau trophique, le ratio du C subit un enrichissement faible, pour lequel des
valeurs théoriques entre 1 et 2 %o sont généralement proposées??. Cette valeur peut
s'expliquer par la perte de 12C lors de la respiration, un prélévement principal de 13C lors de
la digestion ou de I'assimilation et enfin au fractionnement métabolique associé aux
réactions de synthése des tissus?>?4. La signature isotopique en carbone d’'un consommateur
sera donc trés proche de celle de son alimentation. Pour I'azote, I'enrichissement est plus
sérieux. Il s’explique spécialement par I'utilisation de 15N lors de la synthése d’acides aminés
et donc I'expulsion de déchets azotés composés en majorité de 14N. Une valeur
d’enrichissement théorique comprise entre 2.5 et 4.5 %o, par niveau trophique,
classiquement 3.4%o, est habituellement proposée?>2627.28 || y a donc un enrichissement
graduel en 15N, et une augmentation du ratio isotopique en azote a chaque niveau
trophique.

La signature isotopique d’un tissu est immédiatement liée a la synthése de nouveaux tissus a
partir de la nutrition lors de la croissance, mais également aux processus métaboliques de
renouvellement des tissus plus anciens. Ces mécanismes n’étant pas immédiats, les rapports
isotopiques mesurés dans un tissu sont le miroitement de I'alimentation moyenne de cet
organisme durant une période de temps assez importante avant sa capture. Cette période
est dépendante du tissu considéré. Pour le muscle, organe classiquement utilisé, elle est
considérée comme étant relativement longue, de 'ordre de plusieurs mois?%°,

L'analyse des isotopes stables du C et du N apporte donc une information intégrée dans le
temps et dans I'espace sur le positionnement d’'un organisme au sein d'un réseau
trophique®.

Les échantillons ont été conditionnés dans des microcapsules en étain pour I'analyse des
ratios isotopiques. La masse utilisée était d’approximativement 400 ug. La mesure des
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rapports isotopiques a été effectuée par spectrométrie de masse isotopique, au Laboratoire
de Chimie de I’Environnement de I'Université d’Aix-Marseille. Ces mesures ont été réalisées
sur un spectrometre de masse de rapports isotopiques en flux continu (ThermoFisher
Scientific, DELTA V) couplé a un analyseur élémentaire organique (ThermoFisher Scientific,
Flash 2000). Cette analyse commence par une oxydation a haute température des
échantillons, de sorte a produire du CO2, du N2 et de I'H20. L'eau est alors piégée. Seuls le
CO2 et le N2 atteignent le spectrométre. Ces molécules sont séparées et les atomes ionisés
dans un champ magnétique qui les dévie en fonction de leur masse et les envoie vers des
collecteurs spécifiques reliés a I'interface informatique.

Les résultats sont exprimés selon la notation conventionnelle &, relative a un standard. La
valeur du ratio isotopique 6 est calculée suivant la formule suivante :

5X = (Rechantillon

Rstandard 1) x 1000

avec X = 13C ou 15N, et le R le ratio isotopique 13C/12C ou 15N/14N.

Les pourcentages de C et de N sont obtenus grace a I'analyseur élémentaire et ont servi au
calcul des rapports C/N. Seuls le foie et le muscle ont été analysés.

La relation entre la longueur du poisson et les valeurs isotopiques a été testée en utilisant
une régression, sur le carbone et I'azote séparément. Quand une relation significative
existait, les ratios isotopiques bruts ont été ajustés a la longueur avec la formule suivante :

5X' = 86X — (a.FL)

ou 6X’ est la valeur isotopique ajustée, 6X la valeur isotopique brute, a la pente de la
régression et FL, la taille du poisson.

Lors de ces analyses statistiques, seuls des tests non-paramétriques ont été effectués
puisque la distribution des données ne suivait pas la loi normale. Le test de Spearman a été
utilisé pour calculer la corrélation entre deux variables quantitatives. Le test de Kruskal-
Wallis a été appliqué pour déterminer I’homogénéité entre plusieurs groupes indépendants.
Le test de Wilcoxon a été utilisé pour étudier 'homogénéité entre deux groupes
dépendants.

Les tests statistiques ont été effectués sous R (R development core team, http://www.r-
project.org/). Le degré de significativité pour I'ensemble des tests statistiques est établi a p <
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0,05. Le tableur utilisé pour l'organisation des données et le traitement de texte employé
pour la rédaction de ce rapport proviennent du pack Microsoft Office. Les graphiques
réalisés sous R ont généralement été finalisés au moyen du logiciel de dessin vectoriel
Inkscape (www.inkscape.org/fr).
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

Les résultats détaillés sont regroupés dans la rubrique Annexe.

— y =0,0007x 3:2406
R = 0,9624 o

5000

poids (g)
3000

1000

I I I I
80 100 120 140

taille (cm)

Figure 3 : Relation taille-poids des 23 congres péchés, et résultat de la régression non-
linéaire (courbe modélisée avec y le poids brut, x la longueur totale)

Régression :

= b 2
N Kc=m/all m = alb R
Conger conger 23 (23) 1,09+0,17 6,41.104..3:2406 0,96
Mytilus galloprovincialis 40 (614) 1,01+0,12 2,05.1072, 31263 0,97
Paracentrotus lividus 24 (287) 1,15+ 0,50 5.104.L50%63 0,13

Figure 4 : Relation allométrique et indice de condition relative chez les trois espéces. La
colonne N indique le nombre de mesures effectuées dans chacune des deux unités de poids
avec, entre parenthéses, le nombre total d’animaux utilisés.

Pour le congre, il en ressort des valeurs de b comparables a ce qui a été obtenu pour le
congre sur les cotes européennes de I'Océan Atlantique (Sud-Bretagne, Portugal, Sud-
Irlande)141>162 et de Méditerranée (Mer Egée)'®, et dans le Golfe de Fos®. Les indices de
conditions relatives sont comparables a ceux des spécimens atlantiques, notamment de Sud-
Irlande® et des coétes nord du Portugal’’, et dans le Golfe de Fos. La cohérence de ces
résultats avec la littérature s’appuie donc sur le fait que les 23 congres montrent une
croissance normale et a priori une bonne condition de santé. De plus, la pertinence de la
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relation spécifiée par la courbe de croissance (R* = 0,9624) permet d'utiliser ces résultats afin
d'évaluer approximativement I'age des individus.

Pour Mytilus galloprovincialis, le coefficient d’allométrie b est comparable a ce qui a été
obtenu sur des moules méditerranéennes du lac de Bizerte, en Tunisie et 3 Témara, au
Maroc®. Les données allométriques dont nous disposons nous indiquent que les moules
semblent en bonne santé. On peut donc utiliser ces individus pour en étudier I'accumulation
de polluants sans interférences liées a des problémes de croissance.

Paracentrotus lividus ne semble pas suivre une relation allométrique puisque cette derniére
n'explique que 13% de la distribution des points. Cependant, une relation allométrique
expliquant 68% de la distribution a pu étre modélisée sur des Paracentrotus lividus récoltés
dans la baie de Bistrina en Croatie, mais en considérant le poids total test inclus®3.

D’aprés le modéle de Von Bertalanffy, I’dge des congres est compris entre 3 et 5 ans pour
des congres jeunes (moins de 100 cm), alors que les congres adultes (supérieur a 100 cm)
ont un age compris entre 7 et 12 ans. L'age moyen est de 7,75.

L'age des congres informe sur la durée d’expositions aux contaminants chimiques. Il faut
alors retirer la phase larvaire du congre estimée a 2 ans environ'’. Si cela représente une
majeure partie de la vie des jeunes, cela constitue moins de 30% de la vie des adultes. On
peut ainsi admettre qu'ils ont passé une large majorité de leur vie (70-75 % au minimum, soit
54 10 ans) dans le Golfe de Fos, considérant qu'ils sont aussi sédentaires a ce stade de leur
cycle de vie. Les concentrations mesurées résulteront donc d'une exposition locale (Golfe de
Fos) d'une durée de 5 a 10 ans. Ainsi, la taille des poissons pourra étre utilisée comme
approximation de leur durée de vie et donc d'exposition.

En moyenne, les 23 muscles présentent des rapports isotopiques : 613C = -17,0 + 1,4 %o et
615N = 14,7 + 1,0 %o. Les 22 foies présentent des rapports isotopiques : 613C = -19,0 + 1,9
%o et 515N = 15,6 + 1,3 %0. Dans le muscle, le C/N moyen est de 3,23 + 0,17 alors que pour le
foie, le C/N moyen est 6,96 + 3,01.

Les valeurs isotopiques mesurées positionnent le congre au sommet de la chaine alimentaire
dans un écosystéme tel que le Golfe de Fos, comme le montre les résultats d'une récente
étude conduite dans les eaux de Marseille ot le loup domine la chaine alimentaire d'un
écosystéme reconstitué et montre des rapports isotopiques comparables d'environ §13C = -
18,2 et 815N = 13,9 %0*. A titre de comparaison, les sarrans présentent des valeurs
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d'environ 613C =-18,3 et 615N = 10,0 %o et se positionnent donc a un niveau trophique en
dessous du loup ou du congre d'apreés les rapports isotopiques 615N. Cette domination peut
s’expliquer par I'alimentation carnivore du congre. Dans une zone comme le golfe, les
poissons et un groupe composé par des crustacés, les mollusques sont respectivement les
proies préférentielles et accidentelles®. Enfin, il faut également signaler une certaine
tendance au cannibalisme. Mais, l'interprétation est encore compliquée par ce que l'on
appelle le « routing isotopique »%¢%. Le routing isotopique correspond au fait que les
différents composants issus de la nourriture, de composition isotopique distincte, sont
alloués différemment aux différents tissus du consommateur pour leur constitution et leur
renouvellement.

Jeunes Adultes Total
. p =0,2904 p =0,9457 p = 0,003495
815N (muscle) versus Taille r=0.4278 = 001927 r=0,5831
. p =0,6295 p = 0,8808 p=0,7505 r
813C (muscle) versus Taille r=-02013 = 0,04239 - 007015
. . p=0,5745 p=0,3252 p =0,007991
815N (foie) versus Taille F=0,2593 = 0,0839 r=0.5501
. . p=0,9725 p=0,4291 p = 0,02289
813C (foie) versus Taille f=-0,01622 = -0.2299 = 10,4827
16,0
°
° °
(Y
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Figure 5 : En premier, les résultats des tests de corrélation de Pearson entre les ratios
isotopiques du carbone (613C) et de I'azote (615N) et la taille des congres selon les tailles.
En second, les relations entre les rapports isotopiques 815N (%o) et la taille (cm), des
muscles de congres prélevés dans le Golfe de Fos.
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Chez le muscle de congre, la taille est corrélée positivement avec le 815N de leur muscle.
Des résultats similaires ont été trouvés pour d'autres espéces de poissons et sont souvent
attribués, soit a une modification ontogénétique du régime alimentaire, soit a un
fractionnement métabolique différentiel de I'azote avec I'age®2°. En effet, de nombreux
poissons subissent des modifications ontogénétiques du régime alimentaire et peuvent donc
occuper un certain nombre de niveaux trophiques au cours de leur cycle de vie*°.

Dans la précédente étude, en divisant les poissons en deux groupes distincts : inférieur a 100
cm et supérieur a 100 cm, on constatait une corrélation positive et ascendante pour les
poissons inférieurs a 100 cm et une tendance stable sans corrélation pour les poissons
supérieurs a 100 cm. Cependant, dans I'étude actuelle, les corrélations avec les deux classes
de tailles ne sont pas significatives (p > 0,05), méme si on observe une tendance similaire.

Le 815N des foies était, en moyenne, 0,87 %o plus élevé que le 615N des muscles. Le 613C
des foies était, en moyenne, 2,03 %o plus faible que le §13C des muscles. Le test de Wilcoxon
montre qu'il y a bien une différence significative pour le 613C et le 615N des foies et des
muscles (p = 0,0005 et p = 0,03 respectivement). Les foies sont donc significativement plus
élevés en 815N et plus faibles en 613C que les muscles.

Cette différence serait liée au métabolisme de régénération des tissues. Le foie a un
métabolisme plus rapide que le muscle. Les signatures isotopiques de chaque tissu,
métaboliquement distinct, représenteraient une période différente d’alimentation®?. Cela
suggérerait que ces différences refletent une variation récente de I'alimentation chez nos 23
congres. Cette hypothése est en adéquation avec une étude faite sur des congres en Algérie
qui a démontré un comportement alimentaire différent selon la saison considérée*s.
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Figure 6 : Valeurs moyennes des rapports isotopiques 815N (en ordonnée) et 13C (en
abscisse) (%o) aprés correction de |'effet de taille. Les barres indiquent les intervalles de
confiance a 95 %.

Le golfe a été séparé en trois zones différentes dans le cadre de cette étude, dont une zone
Est et Ouest, partagée par une ligne reliant la pointe de la Gracieuse au port de plaisance de
Fos - Saint-Gervais. La derniére partie correspond aux darses. Pour I'analyse des rapports
isotopiques en fonction du lieu, les résultats en 815N ont d'abord été corrigés de l'influence
de la taille. Les valeurs en 815N ont ainsi pu étre ajustées afin de dissocier |'effet
géographique puisque c’est le seul a présenter une relation significative avec la taille (Voir
Figure 5 et 6).

Le test de Kruskal-Wallis, qui a été effectué pour savoir s’ il y avait au moins une zone qui
différait, montre qu’il y a au moins une zone qui diverge des autres au niveau du ratio
isotopique de I'azote (p = 0,0039), quelle que soit la taille des poissons, et aucune en
fonction du ratio du carbone. D’apreés le test post-hoc de Dunn, le §15N dans les darses est
significativement supérieur aux autres zones (p = 0,005). C’est la méme conclusion que la
précédente étude sur les congres dans le Golfe de Fos®. La disponibilité en ressources
alimentaires riches en 15N est donc plus grande dans les darses que dans le reste du golfe.
Cette disponibilité peut provenir du Rhéne, soit par le Canal du Rhéne a Fos, et par le Canal
d’Arles a Bouc, soit des différents rejets d’eaux usées présents dans la darse. L’autre
possibilité serait simplement une biodisponibilité de la nourriture différente en fonction de
la zone.

Néanmoins, la figure 6 montre des variations pouvant s’expliquer par des perturbations dans
le cycle du carbone. La cause probable est le carbone des sources terrestres arrivant dans la
zone cotieére des ports et des darses. Elles peuvent également étre le résultat d’'un mélange
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plus ou moins variable entre eaux douces et salées**448 ce qui pourrait s’expliquer par les
deux sources d’eau douce, a savoir I'Etang de Berre et le Rhone.

Teneur lipidique (%) Teneur en eau (%)
Echantillon N
Moyenne ET Moyenne ET
Conger conger
g g 23 (23) 3,7 1,8 76,9 1,6
(muscle)
Conger conger
. 22 (22) 25,3 17,3 67,3 7,5
(foie)
Mytilus
e .1 40 (614) 7 1,9 82,8 3,5
galloprovincialis
Paracentrotus
. . 24 (287) 12,7 2,2 711 6,9
lividus

Figure 7 : Valeurs moyennes de la teneur lipidique et en eau (%) avec I'écart-type (ET, %),
pour chaque type d’échantillon.

Les espéces different entre elles, en teneur lipidique et en teneur en eau. Le plus riche en
eau est naturellement la Mytilus galloprovincialis, comme les Mollusques de maniére
générale. A l'opposé, le foie de Conger conger, montre des valeurs plus faibles. Le plus riche
en lipides est logiquement le foie de Conger Conger tandis que le plus faible est le muscle de
congre, connu pour étre peu gras (Figure X)

L extréme Régression : R?
(%) L=a.CsN+b
1,56 a
Conger conger (muscle) 9 06 8,92.CsN - 25,09 0,73
Conger conger (foie) 2;&;; 3,70.CsN - 0,16 0,44

Figure 8 : Relations entre le pourcentage lipidique et le rapport C/N. L indique le
pourcentage lipidique.

Une régression linéaire a été appliquée entre le pourcentage lipidique et le rapport carbone
sur azote pour le muscle et le foie de congre (Voir Figure 8). Pour le muscle, il y a un
coefficient de détermination de 0,73 tandis que pour le foie, il y a un coefficient de
détermination de 0,44. Cela confirme l'idée que le rapport C/N servirait de modéle pour
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prédire le contenu lipidique chez le poisson. La majorité des valeurs du ratio C/N des
muscles est située entre 3 et 4 montrant que les muscles sont faiblement enrichis en
lipides®.

La teneur lipidique est significativement corrélée avec le poids (p = 0,002 et r = 0,61). Ces
résultats trouvés confirment I'étude faite par Morkore et Rorvik>® en 2001 qui a trouvé chez
des muscles de saumons de 240 g, 3-4% de matiéres grasses et chez des spécimens de 5 kg,
17-19%.. Nos congres sont normalement enrichis en lipides. Or, le caractéere lipophile de
nombreux composés halogénés, y compris les halophénols, rend possible leur concentration
dans la matiére vivante. Il serait donc important d’en étudier la corrélation dans le congre.
Quoi qu'il en soit, ces teneurs spécialement faibles en lipides pourront avoir un effet négatif
sur la teneur des organohalogénés recherchés. Le foie serait donc le tissu idéal chez le
congre, comparé aux muscles, pour étudier la biocontamination par les organohalogénés au
regard de ses teneurs plus élevés en lipides.
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MATERIELS ET METHODES

L'analyse de la phase organique contenant les SPC est effectuée avec un chromatographe en
phase gazeuse de marque Perkin Elmer Clarus 580 couplé a un détecteur a capture
d’électrons ®Ni. Le logiciel d’acquisition et d’exploitation des données est le logiciel
TurboMass. La colonne chromatographique utilisée est une colonne Perkin Elmer Elite-5MS
de 30 m de longueur, de 0,25 mm de diamétre interne et avec une phase stationnaire de 1
um d’épaisseur. L'échantillonneur est programmé pour injecter 1,0 pl. Le gaz vecteur et
makeup sont I’hélium (1 ml/min) et I'azote (30 ml/min). Les températures de I'injecteur et
du détecteur sont respectivement de 200°C et 310°C. Le gaz vecteur a un débit de 20
ml/min. Le programme de température du four est le suivant : initialement 35°C pendant 5
min augmentant a 220°C a une vitesse de 7°C/min, puis a une vitesse de 5°C/min jusqu’a
240°C, ou la température est maintenue pendant 7 min.

La linéarité est la capacité dans un intervalle donné d'obtenir des résultats de dosage
directement proportionnels a la concentration. Elle a été mesurée sur une gamme de quatre
points allant de 4 ug/kg a 15 ug/kg de poids sec. Cette gamme est assez restreinte. En
dessous de 4 pg/kg, on ne détectait pas les halophénols.

La répétabilité a été mesuré sur la base de 10 répétitions, en utilisant le coefficient de
variation. Le coefficient de variation est une mesure relative de la dispersion des données
autour de la moyenne. Le coefficient de variation se calcule comme le rapport de |'écart-type
rapporté a la moyenne, et s'exprime en pourcentage. Lorsque I'écart-type et la moyenne
proviennent des mesures répétées sur un méme individu, le coefficient de variation devient
une mesure importante de la fiabilité.

Le rendement d’extraction a été mesuré en divisant le signal chromatographique, pour une
concentration finale choisie, obtenu par notre méthode par le signal de la méthode utilisée
pour la détermination des polluants dans I'eau, pour une méme concentration finale. Cette
méthode dans I’eau est connue au LCE pour avoir un rendement proche de 100 %°1.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Il était nécessaire de comparer différentes techniques d’extractions pour la suite des essais
afin d’obtenir I'extraction la plus adaptée, efficace et la plus fiable possible. Le travail
commence donc par adapter plusieurs protocoles issus de la bibliographie pour essayer
d’obtenir une seule extraction.

L'une des techniques préparatives essayées est une extraction réalisée par I'Institut National
des Etudes Environnementales au Japon dans le médaka (Oryzias latipes) par Takuya
Kondo®2. La méthode inspirée de Kondo et al. consistait d’abord a placer la matrice
biologique dopée par une solution d’étalon dans un tube de 50 ml. La matrice biologique
était ensuite digérée pendant 1 jour a I'abri de la lumiére et a température ambiante avec 20
ml a 50% d’'H2S04 dans I'eau ultrapure afin de décomposer la matrice organique et
solubiliser les halophénols. L'extraction était alors faite avec 10 ml d’hexane ajoutée dans le
tube et le mélange était remué au vortex pendant 1 min a 3000 tr/min. Aprés que le
mélange soit séparé en une phase acide et organique, la phase organique a été récupérée.
La phase acide a été extraite deux fois avec 5 ml d’hexane. La phase organique combinée a
été extraite deux fois avec 5 ml d’'NaOH a 5%. La phase alcaline combinée a été mixée avec 1
ml d’anhydride acétique pendant 1 min. Les HPs acétylés ont été ensuite extraits avec 10 ml
de MTBE. La phase organique a été concentrée jusqu’'a 1 ml par évaporation sous flux
d’azote. 200 pl sont récupérés dans un vial chromatographique pour injection en GC/ECD.

D’aprés les chromatogrammes, beaucoup d’interférents n'ont pas été retenus durant les
différentes étapes d’extraction et les signaux d’intéréts n’apparaissaient pas. Plusieurs
raisons possibles a cela : premiérement, la méthode a été concu par Kondo et al. pour de la
chromatographie gazeuse couplée a de la spectrométrie de masse en mode SIM/IE, et non
pour un détecteur a capture d’électrons. Deuxiemement, la méthode adoptée a quelques
points de divergences avec la méthode originale. L'étude préconisait de laisser a digérer
pendant 2 jours au lieu de 1 mais je ne pense pas que cela ait affecté le résultat final. La
méthode préconisait ensuite d’utiliser un solvant d’extraction binaire hexane/benzéne. Le
benzéne étant classé par le CIRC comme cancérogéne, il fallait trouver un autre solvant
d’extraction. Des essais avec du MTBE ont été donc réalisés puisque c’est le solvant
habituellement utilisé par le LCE pour les HPs et le solvant compatible avec la méthode
chromatographique mais ils n'ont pas été concluants. Effectivement, la récupération de la
phase organique était impossible puisque le mélange était parfaitement homogeéne.
L'extraction n’a donc pas été concluante.




MISE AU POINT D’'UNE METHODE D’EXTRACTION DES HALOPHENOLS DANS LE CONGRE

Une autre technique d’extraction essayée était I'extraction par liquide pressurisé (PLE), aussi
appelé extraction par solvant accélérée (ASE). C'est une technique d’extraction solide-
liquide. L’équipe « TRAME », dans laquelle je faisais mon stage lors de ma période au LCE,
n'étant pas équipé de I'appareil, les essais effectués sur cette technique ont été réalisés chez
I’équipe « IRA » qui posséde un Dionex 350. Des essais sur des échantillons dopés, non pas
avec une solution étalon d’HPs mais avec une solution étalon de THMs, HANs et i-THMs, ont
été réalisés pour tester la capacité de la méthode a extraire des analytes quelconques de la
matrice biologique.

Solvant DCM/MTBE/DCM-Acetone
Pression 100 bar

Température 100 °C

Temps de chauffage 2 minutes

Nombre de cycles 5

Volume de rincage 35 % pour chaque extraction
Temps de purge 150 secondes

Figure 9 : Condition d’extraction pour I'ASE

Les résultats étaient encourageants puisque les signaux des THMs, HANs et i-THMs étaient
quantifiables. La quantité de solvant récupéré a l'issu de I'extraction représente une
quantité importante, ce qui constitue un inconvénient car cela entraine une évaporation
longue. Cette technique a pourtant des avantages liés a I'automatisation et souvent a une
meilleure extraction.

Les contraintes de disponibilités de I'appareil et une panne de quelques semaines du
générateur d’azote pour I'appareil ASE ont fait que les expérimentations n'ont pas pu étre
poursuivies. Toutefois, I'’ASE reste une piste sérieuse pour I'extraction des contaminants
d’une matrice organique pour la suite du développement de la méthode.

La troisieme méthode d’extraction testée est la méthode QUEChERS pour Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, and Safe. En francais : rapide, facile, abordable, efficace, robuste
et slre. D’apres les dates de premiére apparition de la méthode, elle a commencé a étre
utilisée il y a une quinzaine d’années pour analyser les pesticides dans les fruits et légumes>2.
Mais depuis, les protocoles publiés sont divers et variés mais trés peu sur le poisson, la
moule et I'oursin.
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Cette méthode' commence par une étape d’extraction par la mise en place de la matrice,
solubilisée dans I'eau, en solution dans I'acétonitrile (ACN), puis complétée par du chlorure
de sodium (NaCl). Le but est de séparer I'’échantillon en deux phases distinctes a savoir la
phase aqueuse et organique (ACN). Le chlorure de sodium augmente la force ionique de la
phase aqueuse ce qui repousse la phase organique et limite la solubilité des composés
organiques dans la phase aqueuse.

Pour cette méthode préparative, différents paramétres ont été explorés. Tout d’abord, lors
de I'étape d’extraction, j’ai ajouté, au moment de la solubilisation des échantillons dans
I'’eau, 1 ml d’acide sulfurique. Le pKa du 2,4 DBP, 2,6 DBP, 2B4CP et du 2,4,6 TBP vaut
respectivement 7.79, 6.79, 7.98 et 6.80. Selon le pH du mélange, nos analytes seront donc
sous leurs formes ionisées (affinité avec la phase aqueuse) ou sous leurs formes neutres
(affinité avec la phase organique). L’eau utilisée est une eau ultrapure dont le pH est de 7,00.
A pH = 7,00, les deux formes coexistent. Pour que la forme neutre soit majoritaire a 99%, il
faut que le pH vaille pKa-3 donc environ 3,50. L’ajout d’1 ml permet donc de descendre au
pH désiré.

Ensuite, la méthode de dérivation a été optimisée. Dans le laboratoire, la méthode
commune de dérivation des HPs consiste a une acétylation sous assistance basique avec de
I'anhydride acétique et du carbonate de sodium. Or, ce dernier ne se dissout pas dans I’ACN.
Il ne peut déprotoner les phénols. Effectivement, I'analyse n'a montré aucun de nos signaux
d’intéréts. Des essais ont été ensuite réalisés avec le TMAH. L'acétylation a bien eu lieu
d’aprés la présence de nos signaux. Le meilleur moment de dérivation a aussi été optimisé.
En effet, trois essais ont été réalisés. Le premier est une dérivation juste avant |'extraction
QUEChERS sans, le second est une dérivation dans I’ACN récupéré aprés |'extraction
QUEChERS et le troisieme consistait a dériver aprés la prochaine étape de purification. Le
premier et troisieme essai n’étaient pas encourageants puisqu’il n'y avait aucun composé
d’intérét détecté. Donc, la deuxieme méthode a été retenue, ou I'agent de dérivation est
ajouté dans I’ACN apreés I'extraction QUEChERS.

Aprés avoir optimisé la méthode de dérivation, le but était de confronter différents types de
méthodes de purification et leur importance. Trois approches ont été réalisées : la premiére
est la purification sur phase solide dispersée (dSPE). La seconde porte sur la purification sur
cartouche SPE. La derniére était de pas purifier I'extrait. Les deux premieres approches ont
été comparées et sont décrites ci-dessous :

Purification dSPE : I'extrait est ajouté a la cartouche dSPE. Aprés agitation mécanique
pendant 1 min a 3000 tours/min, I'extrait est mis a centrifuger pendant 5 min, & 5000
tours/min. La phase organique est récupérée puis évaporée jusqu’a 500 pL.
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Purification par SPE : L'extrait est ajouté entiérement dans la cartouche. Aprés purification
sur cartouche SPE, I'extrait est évaporé sous azote jusqu’a 500 pL.

Les résultats nous ont montré que la purification dSPE n’était pas concluante. En effet, les
signaux n’apparaissaient pas. Les analyses des extraits non purifiés ont totalement encrassé
le systéme chromatographique : la colonne, le liner, le détecteur. Il faudra donc trouver une
méthode efficace pour purifier notre échantillon afin d’éliminer, au maximum, les
interférents tels que les lipides pouvant encrasser le systéme d’analyse et perturber la
détection. Les résultats sur cartouche SPE sont développés dans les paragraphes ci-dessous.

Le point de départ était de définir quelle phase stationnaire était la plus adaptée aux HPs
acétylés. Trois phases stationnaires ont été testés, une phase C18, une phase Florisil et une
phase EnviChrom. Des trois phases, la phase Florisil a montré une purification plus efficace.
Les pics obtenus pour nos HPs sont moins perturbés par la matrice, le chromatogramme
étant celui qui paraissait le plus propre mais les aires de pics sont les plus basses. En effet, la
purification par les autres phases ne permet pas d’éliminer toutes les interférences
permettant une quantification et une préservation du systéme chromatographique. De plus,
les extraits issus de la purification sur cartouche SPE sont beaucoup plus limpides que ceux
issus de la purification dSPE.

Florisil 2B4CP 24DBP 26DBP 246TBP
Aire 221800 483700 390000 596577
Cc18 2B4CP 24DBP 26DBP 246TBP
Aire 436000 933900 630000 1195499

EnviChrom 2B4CP 24DBP 26DBP 246TBP
Aire 240000 772400 290000 1074646

Figure 10 : Influence des différentes phases stationnaires sur la rétention des composés.

Par ailleurs, le second objectif était de déterminer quel solvant utilisé pour conditionner la
cartouche. Le conditionnement de la phase stationnaire est obligatoire pour permettre de la
mouiller et d’activer les sites de rétentions, lieu des interactions moléculaires. Une phase
hydrophobe est conditionnée avec un solvant polaire alors qu'une phase hydrophile est
conditionnée avec un solvant apolaire. Trois solvants ont été testés, I’hexane, le MTBE et
I’Acétonitrile. Les essais avec I'hexane n’ont pas été concluants. Assurément, les pics
d’intéréts n’apparaissaient pas. Les essais avec les deux autres solvants étaient plus
satisfaisants mais il y avait une meilleure sensibilité pour les extraits issus du
conditionnement au MTBE.

Pour le dépot de I'échantillon sur la cartouche, le but était de provoquer la rétention des
analytes sur la phase stationnaire alors que le maximum d’interférents doit étre éliminé par




MISE AU POINT D’'UNE METHODE D’EXTRACTION DES HALOPHENOLS DANS LE CONGRE

le simple fait de ne pas étre retenu. Pour une meilleure efficacité, la vitesse d’écoulement de
I’échantillon a travers la phase devait é&tre modérée et bien ajustée.

Pour I'élution des composés, le choix du solvant a surtout été guidé par sa compatibilité avec
la technique analytique, le MTBE. La vitesse d’'écoulement du solvant d’élution devait étre la
plus lente possible pour favoriser au maximum I’élution de nos composés.

A la fin de toutes ces expérimentations, un protocole a été obtenu se basant sur I'extraction
QUEChAERS et une purification supplémentaire par SPE.

Prélever 500 mg de matrice biologique lyophilisée.

Ajouter 10 ml d’eau ultrapure.

Agiter au vortex pendant 1 min a 3000 tours/min.

Ajouter 1 ml d’'H2504 et 25 ml d’ACN.

Agiter a nouveau.

Ajouter I'équivalent d'une spatule de sel de NaCl (environ 5 g.)
Agiter a nouveau.

Centrifuger pendant 5 min a 5000 tours/min.

Récupérer I'ACN.

Ajouter 200 ul de TMAH et 500 ml d’anhydride acétique.
Agiter au vortex.

Concentrer jusqu’a 5 ml, a 45°C, sous jet d’azote.
Conditionner la cartouche SPE Florisil avec 3 ml de MTBE.
Mettre I'échantillon dans la cartouche SPE.

Eluer I'’échantillon a une vitesse modérée (goutte a goutte).
Sécher la phase sous vide.

Collecter, avec 1,5 ml de MTBE dans un vial a une vitesse modérée (goutte a goutte).
Concentrer sous jet d’azote jusqu’a 500 pl.

NN N N T N N N N N N U N U N NN
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Les aires chromatographiques issus de 10 répétitions sont présentées dans le tableau ci-

dessous :

246TBP  24DBP  26DBP  2B4CP
1 2202761 1365743 1836580 854955
2 2256918 1286291 1751148 857744
3 2749212 1667167 2178356 912964
4 2009967 1046773 1393662 530155
5 2910156 1601301 2209852 1044252
6 1952618 1131034 1518374 978935
7 2541268 1461453 1991466 1041439
8 2704247 1500950 2107234 804727
9 1833708 963240 1340191 565935
10 3565872 1721730 2660780
246TBP 24DBP 26DBP 2B4CP
MOYENNE | 2472672,7 1374568,2 1898764,3 843456,222

ET 503340,249 249976,939
cv 1 20,36% 18,19%

393084,587 176293,302

20,70%

20,90%

Figure 11 : Aires des différents composés recherchés pour I'évaluation de la répétabilité avec
la moyenne, I'écart-type et le coefficient de variation des différents composés

Les coefficients de variations sont compris entre 18,19 % pour le 2,4-dibromophénol et
20,90 % pour le 2-bromo-4-chlorophénol. Au regard de la matrice complexe et de la
longueur de la méthode, la méthode a une bonne répétabilité.
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Figure 12 : Rendement d’extraction des quatre composés a différentes concentrations.

La figure 12 montre les rendements de la méthode d’extraction. Le 2-bromo-4-chlorophénol
a le plus faible rendement. Le 2,4-dibromophénol a le rendement le plus élevé. Le 2,4,6-
tribromophénol et le 2,6-dibromophénol ont des rendements similaires.

Les rendements d’extraction sont relativement faibles, mais avec une répétabilité assez
bonne. En dessous de 70%, pour la quantification, il est conseillé d’utiliser un étalon interne
pour corriger les pertes a I'extraction et la variabilité. Le grand nombre d’étapes de la
méthode augmente les risques de diminution du rendement. Parmi les nombreuses étapes,
la plus susceptible de causer le maximum de pertes serait I'extraction sur cartouche SPE. En
effet, la phase stationnaire choisie avait la plus faible sensibilité vis-a-vis des analytes.
Cependant, ces faibles rendements ne sont pas surprenants.

Analyte C?effici.ent.de Gamme (pg/kg de poids
détermination sec)
2,4,6-tribromophénol 0,9775 4-5-10-15
2,6-dibromophénol 0,9875 4-5-10-15
2,4-dibromophénol 0,8572 4-5-10-15
2-bromo-4-chlorophénol 0,9849 4-5-10-15

Figure 13 : Etude de la linéarité de la méthode pour les quatre composés.

Les coefficients de détermination sont compris entre 0,8572 pour le 2,4-dibromophénol et
0,9875 pour le 2,6-dibromophénol.

En considérant la matrice complexe, la linéarité est plutét bonne sauf pour le 2,4-
dibromophénol avec un coefficient de 0,86. Cela pourrait provenir de la répétabilité de Ia
méthode. Pour éviter ce probléme, il faudra procéder a un étalonnage interne. Ainsi, la
courbe d’étalonnage ne sera plus établie en fonction de la concentration de I'analyte mais
en fonction du rapport des concentrations entre I'analyte et I'étalon interne.

Sur les 4 HPs recherchés dans les muscles de congres péchés sur différents sites, seulement
le 2,4-dibromophénol (2,4-DBP) a pu étre quantifié et seulement a Port-de-Bouc (Station 16),
a une concentration de 4,57 pg/kg de poids sec ou 1,06 pg/kg de poids frais.

C’est la premiére fois que le 2,4-DBP est détecté dans le muscle de congre dans le Golfe de
Fos mais il a déja été détecté dans des muscles de poissons de Salvador, au Brésil** & des
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concentrations bien supérieures a celles détectées ici, allant jusqu’a 158 ug/kg de poids frais
et a des concentrations similaires dans du saumon vers le lac Michigan au nord des Etats-
Unis>>.

Lors de la précédente étude sur le congre, il n'y a que le 2,4,6-TBP qui avait pu étre détecté a
des concentrations allant de 11,2 a 41,56 pg/kg de poids sec dans les muscles. Il est
surprenant de ne pas trouver de nouveau le 2,4,6-TBP puisqu’il posséde un facteur de
bioconcentration nettement plus élevé que les autres halophénols. Basés sur la répartition
géographique des poissons contaminés prés des exutoires d’eaux chlorées dans la
précédente étude sur le congre, les auteurs ont suggéré que la contamination du poisson par
le 2,4,6-tribromophénol est d{, en parti, aux rejets d'eaux chlorées. Dans la présente étude,
le poisson contaminé ne provenait pas d’une station proche d’un exutoire, sachant que les
exutoires les plus proches sont I'exutoire d’Elengy a Fos-Cavaou (Station 12) et I'exutoire de
Lavéra dans I’Anse d’Auguette (Station 13). Les bromophénols peuvent étre produits a partir
de sources naturelles et anthropiques (OMS, 2005). Les sources naturelles comprennent les
organismes marins tels que les algues et animaux benthiques, tandis que les sources
anthropiques comprennent la chloration de I'eau de mer et I'usage comme intermédiaire
réactionnel dans la production de retardateurs de flamme.




CONCLUSION

Au cours de ce stage, I'objectif principal était de mettre au point une méthode d’extraction
des HPs dans le vivant et de I'appliquer a un écosysteme tel que le Golfe de Fos. Ce sujet
s'inscrit dans le cadre du projet FOSSEA de I'lECP et du LCE. Il était nécessaire que le
laboratoire développe des méthodes appropriées pour étudier la bioaccumulation des sous-
produits de chloration dans les organismes marins du golfe. Mais le sujet est également
important d’un point de vue recherche technique, par la maitrise au LCE de cette matrice
difficile a exploiter.

Dans ce but, I'extraction de Kondo, I'extraction ASE, I'extraction QUEChERS puis I'extraction
SPE ont été testées. Les recherches ont été effectuées les unes aprés les autres afin de bien
dissocier I'efficacité de chacun d’elles. L'ensemble des résultats sur les 4 SPCs recherchés a
été pris en compte. Le conditionnement de I'échantillon, le pH, la méthode de dérivation, la
phase stationnaire, les sels utilisés, la méthode de purification ont ainsi été optimisés, afin
d’obtenir une méthode de dosage la plus efficace possible.

Les résultats de la comparaison des quatre techniques d’extraction illustrent que I'obtention
d’'une extraction unique est difficile avec une matrice aussi complexe contenant des
molécules ayant des propriétés physico-chimiques différentes. C'est pourquoi le choix final
de la méthode s'est dirigé vers une extraction en deux parties. L'évaluation a permis
d’estimer approximativement plusieurs critéeres comme la répétabilité, la linéarité et le
rendement. Ces résultats démontrent que la méthode a un rendement limité et une
répétabilité acceptable pour ce type de matrice. Des recherches supplémentaires doivent
étre orientées notamment sur I'extraction ASE pour améliorer le rendement.

Quoiqu'il en soit, les résultats remplissaient les objectifs fixés et ont permis d’appliquer la
méthode d’analyse. Parmi 23 individus et 4 polluants, un seul est contaminé au 2,4-
dibromophénol, loin des exutoires industriels. De futurs travaux et une étude inter-
laboratoire devraient finaliser la méthode et compléter la validation, et montrer si oui ou
non, ces résultats moins élevés qu’attendus sont liés aux conditions environnementales ou a
une problématique analytique.

Le second objectif était de caractériser les trois organismes marins par des études
isotopiques et biologiques. Une régression non linéaire a pu démontrer que les congres et
moules semblaient dans de bonnes conditions physiques. Les ratios 615N et 613C des
muscles et des foies de congres ont démontré une dépendance avec la taille, des différences
métaboliques inter-tissus et une disparité dans le golfe, notamment au niveau des darses.
Un modéle de régression a été établi pour prédire le pourcentage lipidique a partir du ratio
C/N.
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Annexe 1 : Résultats détaillés des paramétres physiologiques

Parametres biologiques et physiologiques des congres capturés et de leurs muscles (moyennes de N=3 essais
pour les mesures isotopiques, écarts-types < 2)

Code Taille Poids  Age calculé Matiére grasse Teneur en eau 5N &N ad &C CIN
cm g % % Y00 %0 Yoo
13cc-b 66 557 3,49 1,56 71,2 12,9 -17,9 3,13
16cc-a 71 554 3,96 3,33 76,5 12,7 -17,5 3,03
17cc-c 72 623 4,05 2,38 77,0 13,8 -14,8 3,16
17cc-d 73 918 4,14 2,50 76,1 14,5 -16,0 3,21
17cc-f 75 757 4,34 1,60 75,4 14,8 -16,3 3,05
13cc-a 78 1134 4,63 1,79 78,6 13,0 -18,9 3,15
9cc-a 81 1033 4,92 5,63 77,9 15,7 -19,1 3,23
17cc-e 84 1149 5,22 2,76 76,3 13,6 -16,5 3,14
9cc-e 100 2282 6,91 3,07 78,4 15,0 -17,4 3,15
17cc-a 108 2231 7,83 2,77 78,3 14,7 -16,7 3,12
1llcc-c 110 3673 8,06 3,76 77,7 15,2 -18,9 3,16
1llcc-e 110 2399 8,06 3,30 76,0 15,8 -16,7 3,19
1lcc-d 111 3018 8,18 2,50 77,0 15,5 -14,6 3,15
12cc-d 116 3646 8,79 2,28 78,3 14,1 -16,9 3,13
9cc-d 122 4286 9,55 4,39 76,7 15,4 -18,9 3,43
1llcc-a 125 5367 9,95 9,06 75,4 15,2 -16,8 3,89
9cc-c 125 4326 9,95 6,52 76,3 15,6 -15,9 3,40
17cc-b 127 4720 10,21 2,99 77,9 13,3 -14,9 3,17
9cc-b 127 5075 10,21 5,86 76,7 15,6 -17,7 3,28
12cc-c 131 6380 10,76 5,47 78,2 15,2 -18,2 3,29
12cc-a 136 4507 11,47 3,08 78,3 14,9 -15,5 3,15
1lcc-b 137 4480 11,62 3,17 76,6 15,7 -16,4 3,23
12cc-b 140 5220 12,06 4,81 78,1 15,1 -18,0 3,33




Parameétres biologiques et physiologiques des congres capturés et de leurs foies (moyennes de N=3 essais pour
les mesures isotopiques, écarts-types < 3)

Code Taille Poids  Age calculé ig:g: Matiére grasse Teneur en eau 5N 8C CIN
cm g g % % %0 Y00

13cc-b 66 557 3,49 1,27 6,78 74,0 14,5 -18,0 5,42
17cc-c 72 623 4,05 5,93 8,50 72,7 14,7 -17,4 5,49
17cc-d 73 918 4,14 13,90 11,18 75,7 15,2 -17,8 5,40
17cc-f 75 757 4,34 4,79 13,58 74,1 14,1 -18,3 4,07
13cc-a 78 1134 4,63 15,92 9,42 73,4 13,6 -16,2 5,68
9cc-a 81 1033 4,92 12,76 11,24 74,0 15,8 -17,5 5,37
17cc-e 84 1149 5,22 10,61 13,88 70,0 15,0 -18,6 4,97
9cc-e 100 2282 6,91 27,10 15,68 66,8 15,2 -19,5 11,41
17cc-a 108 2231 7,83 19,25 7,06 76,1 14,9 -18,4 4,50
1lcc-c 110 3673 8,06 43,72 20,76 61,8 15,8 18,2 5,08
1llcc-e 110 2399 8,06 16,58 28,18 71,8 16,4 -16,3 7,16
1lcc-d 111 3018 8,18 20,36 17,50 72,6 16,8 -20,7 4,74
12cc-d 116 3646 8,79 44,34 13,07 65,9 13,6 -19,3 6,27
9cc-d 122 4286 9,55 34,30 29,54 64,9 15,0 -17,9 5,64
llcc-a 125 5367 9,95 71,78 60,77 52,9 17,9 -24,1 5,58
9cc-c 125 4326 9,95 42,30 57,09 53,3 18,6 -22,5 12,66
17cc-b 127 4720 10,21 38,93 28,84 70,7 13,7 -18,5 5,66
9cc-b 127 5075 10,21 56,38 50,10 57,7 16,5 -21,2 11,04
12cc-c 131 6380 10,76 133,95 54,75 57,2 16,7 21,4 15,32
12cc-a 136 4507 11,47 41,19 16,59 74,9 16,5 -19,0 4,78
1lcc-b 137 4480 11,62 32,71 37,42 59,4 16,7 -17,6 6,56
12cc-b 140 5220 12,06 68,66 44,93 59,8 16,6 -19,2 10,34




Parametres biologiques et physiologiques des oursins capturés (les parameétres de poids, matiére grasse, teneur
en eau portent sur les gonades, la taille est mesurée comme le diametre des tests hors piquants)

CODE Taille Poids Nombre d’individus  Matiére grasse Teneur en eau 55N 5C

cm g % % %o %0

9pl-a 5,27 24,96 10 76,00 NA NA

9pl-b 5,51 38,14 10 82,66 NA NA
13,95

9pl-c 5,31 26,95 10 77,75 NA NA

9pl-d 5,54 28,11 10 76,05 NA NA

14pl-a 5,37 29,3 10 70,01 NA NA

14pl-b 5,73 66,6 20 73,97 NA NA
14,61

14pl-c 5,27 32,07 15 70,26 NA NA

14pl-d 5,15 30,23 15 68,71 NA NA

16pl-a 5,36 12,4 12 71,41 NA NA

16pl-b 4,95 18,2 12 73,67 NA NA
13,07

16pl-c 51 7,77 11 48,34 NA NA

16pl-d 5,22 9,6 12 56,13 NA NA

12pl-a 5,04 27,86 15 66,82 NA NA

12pl-b 4,94 25,89 15 68,03 NA NA
15,08

12pl-c 5,01 26,08 15 66,99 NA NA

12pl-d 5 22,93 15 67,65 NA NA

3pl-a 5,29 41,8 10 73,61 NA NA

3pl-b 5,12 44,8 10 73,79 NA NA
10,42

3pl-c 4,98 30,2 10 70,17 NA NA

3pl-d 5,22 54,82 10 73,58 NA NA

24pl-a 5,35 29,08 10 72,53 NA NA

24pl-b 5,06 25,27 10 76,35 NA NA
9,07

24pl-c 5,39 40,06 10 76,52 NA NA

24pl-d 5,26 39,95 10 75,15 NA NA




Parametres biologiques et physiologiques des moules capturées (les parametres de poids, matiere grasse,
teneur en eau portent sur les chairs hors coquille et byssus) (1 sur 2)

CODE Taille Poids Nombre d’individus  Matiére grasse Teneur en eau 5N 53C
cm g % % Y00 Yoo
9Img-a 5,24 50,40 15 85,63 NA NA
9Img-b 5,05 39,51 15 86,72 NA NA
7,17
9mg-c 5,14 44,30 15 87,07 NA NA
9mg-d 5,09 49,80 15 87,61 NA NA
14mg-a 3,59 17,70 20 76,05 NA NA
14mg-b 3,46 21,10 20 77,29 NA NA
5,31
14mg-c 3,43 16,80 20 74,50 NA NA
14mg-d 3,45 19,6 20 77,06 NA NA
16mg-a 3,71 30,11 20 77,20 NA NA
16mg-b 3,77 29,26 20 77,68 NA NA
2,94
16mg-c 3,95 36,81 20 79,35 NA NA
16mg-d 4,03 32,80 20 78,31 NA NA
12mg-a 4,82 28,70 12 80,02 NA NA
12mg-b 4,90 37,60 12 83,11 NA NA
7,62
12mg-c 4,93 37,90 12 80,27 NA NA
12mg-d 4,93 36,20 12 79,69 NA NA
3mg-a 5,59 53,50 15 80,51 NA NA
3mg-b 517 42,50 15 80,12 NA NA
8,41
3mg-c 5,38 58,40 15 82,48 NA NA
3mg-d 5,27 55,60 15 82,89 NA NA
8mg-a 5,56 56,11 12 86,53 NA NA
8mg-b 5,63 72,45 12 86,03 NA NA
5,50
8mg-c 5,69 60,55 12 86,62 NA NA
8mg-d 5,49 51,43 12 84,96 NA NA




Parametres biologiques et physiologiques des moules capturées (les parametres de poids, matiere grasse,
teneur en eau portent sur les chairs hors coquille et byssus) (2 sur 2)

CODE Taille Poids Nombre d’individus  Matiére grasse Teneur en eau 5N 5C
cm g % % Y00 Yoo
13mg-a 5,86 81,22 15 84,38 NA NA
13mg-b 6,19 95,04 15 84,83 NA NA
9,39
13mg-c 6,05 91,19 15 84,77 NA NA
13mg-d 6,06 88,44 15 86,04 ,NA NA
11lmg-a 6,86 133,80 15 84,31 NA NA
11mg-b 6,62 116,72 15 84,26 NA NA
6,48
11mg-c 6,58 127,43 15 83,28 NA NA
11mg-d 6,53 116,25 15 83,68 NA NA
7mg-a 7,46 151,49 15 86,00 NA NA
7mg-b 8,19 165,17 14 82,00 NA NA
7,85
7mg-c 7,07 142,97 15 85,11 NA NA
7mg-d 7,41 147,09 15 86,49 NA NA
17mg-a 7,06 153,96 14 83,66 NA NA
17mg-b 7,11 133,43 15 85,04 NA NA
9,47
17mg-c 6,87 131,85 14 84,79 NA NA
17mg-d 6,83 120,53 14 85,22 NA NA




