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ETUDE DES EFFETS DE LA POLLUTION
PAR LES HYDROCARBURES DE L'AMOCO CADIZ
SUR L'OSTREICULTURE

Rapport de Contrat C.N.E.X.0. 78/5752

RESUME

— Conformément au protocole &tabli en Mai 1978,
trois séries d'expériences ont &té réalisées en Bretagne Nord

pour préciser :

- dans le protocole "Pollution" (ACP), 1l'évolution
‘de la pollution des huitres laissées in situ en différents points de
la Cote (ABERS, Riviére de PENZE, CARANTEC).

- dans le Protocole "Epuration" (ACE), la décon-
tamination spontanée aprés transfert en eau non polluée (Rade de
BREST ou bassins insubmersitles).

- dans le Protocole "Adaptation" (ACA), la possibilité

de contamination d'huitres saines, immergdes tardivement en zones

polluées.
A partir des 148 lots de 30 huitres examinés, il a

- sur le plan chimique, d'une part la concentration



en hydrocarbures totaux par spectrofluorométrie.

- d'autre part, sur certains échantillons sélectionnés,
aprés séparation des fractions aromatiques et aliphatiques, leur
composition précise par chromatographie en rhase gazeuse 3 haute

performance.

- sur le plan biologique, outre les indices de con-
dition globaux, 1'évolution des 1&sions histologiques au niveau des

différents tissus, ainsi que les indices gonadiques. —

La confrontation des résultats obtenus par les trois
méthodes montre que les hultres de la zoné des ABERS ont conservé
de fortes teneurs en hydrocarbures totaux, ces hultres n'ayant pra-
tiquement sub1 aucune decontamlnatlon au cours de 1'année ecoulee,
sans doute en raison du piégeage des hydrocarbures par les sédiments.
Dans la région de CARANTEC et de PENZE, 1l'atteinte a été& moins im-~
pbrtante, avec une légdre décontamination, mais les taux d'hydro-

carbures restent, aprés un an, supérieurs 3 la normale.

La capacité d'épuration des hultres transférées en
zones mnon polluées semble avant tout liée 3 la durée du séjour initial
en zones contamlnees, les hultres transferees 45 jours apré&s 1'échouage
n 'ayant pas retrouvé le niveau de contamination du lot témoin. Enfin,
la contamination apparait rapidement (un mois) dans les lots Adaptation,

tout particulidrement chez les huitres creuses.

Les analyses fractionnées montrent une accumulation
préférentielle des polyaromathues soufrés, qui représentent rap1de—
ment la totalité des hydrocarbures aprés disparition des a11phat1ques,

ceci aussi blen en zones polluées qu'aprés transfert en zones saines.




Les aromatiques paraissent donc lés méilleurs indicateurs de
polldtion, les aliphatiques, raﬁidement éliminés, ne pouvant
étre utilisés comme marqueurs ; en outre, les aromatiques per-~
sistants, toxiques, ne sont pas métaﬁolisés.

Sur le plan Eiologique, les altérations globales
des huitres sont moins importantes que 1l'on avait pu initialement
1'envisager, sauf dans la zone de CARANTEC. Lés lésions histolo-
giques de nécrose cellulaire, histologiquement peu spécifiques,
apparaissent particuliéres dans leur répartitionm, éssentiellement
digestives, puis gonadiques et interstitielles ; ces lésions sont
trés comparaﬁles chez les huitres plates et les huitres creuses,
mais toujours trés supérieures, aprés un an, a celles des lots
témoins, en particulier apré&s transfert. En outre, les altérations
gonadiques posent, pour 1979, la question de la capacité& de re-

'producfion des hultres polluées.




INTRODUCTION




Conformément au protocole tabli en 1978, 1les
Laboratoires d'Anatomie Pathologiqué et de Biochimié de la
Faculté de Medec1ne de BREST et 1'equ1pe Ch1m1e-Molysmologie
du Centre Oceanologlque de Bretagne ont 'réalisé en collan-
ration, de début Mai 1978 au 31 Mars 1979, une &tude des effets
dé 1la pollution par les hydrocarﬁurés de 1'AMOCO CADIZ sur
1'0stréiculture.

Cette etude s est proposee d'apprécier 1'évolution
des taux d' hydrocarbures preaents dans les hu1tres (taux globaux
et des dlfferentes fractlone), et leur repercuSSLOn sur la vitalité,
1es capac1tes de reproductlon des huitres, ainsi que les inter—-

férences avec les processus pathologiques déjZ connus.



- PROTOCOLES EXPERIMENTAUX

A -~ ECHANTILLONNAGES .

Trois séries expérimentales ont &été réalisées,

toutes chez des hultres adultes de 2 3 3 ans.

1°) Protocole "Pollution" (ACP)

Suivi, par echant1110nnages mensuels réguliers,

de lots d'huitres plates et creuses provenant de :

1'ABER-BENOIT : secteur haut (plates) et secteur
bas (creusés)

1'ABER~WRACH : sectéur haut (creuses) et secteur
bas (plates)

CARANTEC (creuses)

~ Estuaire de la PENZE (creuses)

2°) Protocole "Epuration" (ACE)

Epuration spontanée zpré&s transfert en zones non polluées.

, 1 - transfert, 10 et 21 jours aprés l'accident, de
lots provenan; de 1'ABER-BENOIT et de 1'ABER-WRACH 3 ROSCANVEL
(Rade de BREST).

2 - transfert éxpériméﬁtal d’huitres'plates et creuses,
éffectué début Mai 1978, soit 45 jours aprés 1l'accident.
' - huitrés platés de 1'ABER-BENOIT transférées en
Rade de BREST (LE RELECQ-KERHUON)
= huitres creusés dé 1'ABER-WRACH transférées en
Rade dé BREST (LE RELECQ-KERHUON), éxaminées par
comparaison avec des lots témoins provenant de BINIC

et immergés également en Rade de BREST.



3 - deuxiémé transfert éxpériméntal de deux lots
(un lot d'huitrés platés ét un lot d'huitres
creuses) provenant de 1'ABER~BENOIT, placés
en b3351n 1nsubmer51b1e, et toujours compares

d un lot témoin venant de BINIC (Novembre 1978).

Dans ces tr01s eyperlences, 1es prelevemenfs ont
été effectues tous les 15 jours pendant les deux premiers mois,

puis mensuellement.

3°) Protocole "Adaptation" (ACA)

Portant sur un essai d'acclimatation d'huitrés
_ plates saines, provenant dé BINIC :
- immergées début Mai 1978 en zone polluée, dans
I'ABER;BENOIT, 1'ABER-WRACH, CARANTEC ét 1'Estuaire de la PENZE,
céS-lots étant éxaminés au mémé rythmé qué lés lots "Epuration",
soit ﬁimensuellement, puis mensuellémént.
- une deuxiéme immeréion, comparable, a été effectuée
en Novgmbre 1978 avec :
- un lot d'huitrés plates transférées de
BINIC dans 1'ABER-BENOIT
- un lot d'huitrés creuses transférées de
ROSCANVEL dans 1'ABER-BENOIT.

Le plan d'é@chantillonnages effectués est résumé,

pour les trois protocoles cités, dans un tableau.

B - PRELEVEMENTS ET TECHNIQUES D'ETUDE

Pour chacun des 148 lots de 30 huitres examinés



du ler Mai 1978 au 31 Mars 1979 (4440 huitres au total), il a &té

effectué :

1 = un examen macroscopique appréciant la vitalité
de 1'huitre et, dans certains cas, 1l'importance des dépdts d'hydro-

carbures directement visibles entre les valves,

2 - 1'établissement, sur 10 huitres, de l'indice

de condition selon la formule de WALNE (technique infra).

3 - une etude h1stolog1que, portant également sur
10 hultres, avec etab11ssement d'un indice de nécrose et de 1'1n-
- dice gonadique, selon les techn1ques précisées ulterleurement.

4 - sur le plan chimique (10 huitres), il a été

~ la teneur en hydrocarbures totaux par spectro-

fluorométrie,

- par chromatographie en phase gazeuse 3 haute
résolution, la nature des groupés d'hydrocarEures
présénts, cé dernier examen pcrtant sur un
noeré réduit d'échantilions (cf téchniqués

détaillées, exposé infra).




PROTOCOLE EXPERIMENTAL

{ PROTOCOLE : ZONES ¢ HUITRES : DATES + CONTROLES +NBRE DE LOTS)

: : : : : : )

: ACP I : Aber-Benoit (Haut) : Plates : i : : 9 )

. + ACP II : Aber-Benoit (Bas) :+ Creuses @ Début Mai 1978 : . : : 10 )
POLLUTION : ACP III : Aber-Wrach (Haut) : Creuses : a : Mensuels : 11 )
: ACP 1V : Aber-Wrach (Bas) : Plates H Fin Mars 1979 : s 10 )

ACP : ACP V : Carantec : Creuses @ : : 9 )

+  ACP VI : Penzé : Creuses : : 3 ;

: ACE I : Aber-Benoit-?>Roscanvel : Plates sTransfert 10 j ap. accident Avril 1978 : 6 )

t ACE II : Aber-Wrach —»Roscanvel : Creuses : n 21 j “ Bimen-' 5 )

EPURATION : ACE TII ¢ Aber-Benoit—»R. Brest : Plates T u 45 3 n suels® 6 )
: ACE 1V ¢ Aber-Wrach =»R., Brest : Creuses : u 45 j " Mai 1978 : 7 )

ACE : ACEV : Binic (T.) —»R. Brest.: Plates : o 45 j 0" ~ . puis : 6 )

: ACE VI ¢ Binic (T.) =$Bas. Insub: Plates : « 7 mois t' Mensuels: 5 )

: ACE VII. : Aber-Benoit-»Bas. Insub: VPlates Y] 7 mois o I Nov. 1978 : 6 )

: ACE VIII : Aber-Wrach -»Bas. Insub: Creuses : 7 mois ) : 8 )

: : ; : m—— - - : : )

: ACA I : Binic ==» Aber-Benoit : Plates sTransfert début Mai 1978 : . . : 10 )

: :+ ACA IIT ¢ Binic = Aber-Wrach : Plates : “ : Bimensuels : 12 )
ADAPTATION : ACA III : Binic =% Carantec :+ Plates : " : . : 9 )
: ACA IV ¢ Binic =% Penzé : Plates : . " R .  pus : S )

ACA + ACA V ¢ Binic —>» Aber-Benoit : Plates tTransfert en Novembre 1978 : Mensuels : 5 )

: ACA VI ¢ Roscanvel=9Aber-Benoit : Creuses @ : y H 6 )
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Des prelevements menSuels d'huitres ont été effectués
i partir de Mai 1978 dans les 31tes suivants : ABER-WRACH, ABER-BENOIT,
CARANTEC et PENZE. Cette partie du programme est appelée : "Pollution"
(ACP).

Dans le méme temps (des Mai 1978) des huitres pré-
levées dans les zones polluees citées plus haut ont été mises en
décontamination dans des zones non touchées (LE RELECQ-KERHUON,
CARANTEC, Bassins férmés dé 1'ABER-BENCIT). Cétte partie du pro-

gramme correspond d& 1' "Epuration" (ACE).

D'autre part, dés huitres provénant de zones non
touchées par la marée noiré (BINIC) ont 8té introduites dans les
zones polluéés. Ceci forme lé troisiéme volet de ce programme d'E&tude
des hydrocarﬁures contenus dans les huitres, et s'intitule "Adaptation"
(ACA).




I - METHODOLOGIE

A -~ PREPARATION DES ECHANTILLONS

- Congélation des huitres aprés extraction de leurs
coquilles.

- LyoPhilisation des échantillons (48 heures).

.- Passage i 1'etuve ( £ 60° C) si nécessaire, pour -

completer la deshydratat1on des tissus.

- Determ1nat1on, en temps utile, des poids frals,
secs et de la teneur en eau des échantillons.
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B~ EXTRACTION

-~ Deux extractions successives sont réalisées i
1'aide d'un homogénéiseur par un mélange de 80_.ml de pentane et
20 ml d'acétone. Une troisidme extraction est réalisée par 60 ml

de pentane et 15 ml d'acétone.

- Les 275 ml d'extraits sont récupéréds, centri-

fugés, mélangés et évaporé@s i sec par un évaporateur rotatif.

~ L'extrait sec est repris par 10 ml de pentane

(extrait non purifié).

C -~ PURIFICATION

- 2 ml de 1'extrait sont purifiés sur colonne de

Florisil (3 g) : diamétre intérieur : 0,8 cm.

- Préalaﬁlement, le Florisil a été activé i 500° C

et désactivé par addition de 5 7 d'eau. .
-~ L'élution des hydrocarﬁures est effectuée par 100 ml

de pentane.

D - ANALYSE

- Une fraction adéquate de 1'extrait purifié (100 mi)
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. est analysee par spectrofluorometr1e :

+ Excitation .>\ 310 nm

+ Emission : 3004 A 500 nm

=~ Calibration par rapport i une solution de résidu
brut de 1'AMOCO CADIZ.

- La limite de détectabilitéd pour 10 g de poids sec

est de 8 ppm.

II -~ RESULTATS

A - AMOCO CADIZ : POLLUTION : ACP

-

Les teneurs en hydrocarbures totaux rencontres dans
les hu1tres demeurees dans les sites polluds sont présentées dans

le tableau I.

, Il est a remarquer une forte pollutlon des huitres
des ABERS et une polluticn plus falble, mais nette, des hultres de
CARANTEC et de PENZE A titre comparatif, un exercice d'inter-
callbratlon reallse en collaboratlon avec 1'T.S.T.P.M. (NANTES)
nous a perm1s de mettre en ev1dence une teneur de 22 ppm (P.S.)
d'hydrocarbures totaux dans des hu1tres provenant d'une zone con-
SLderee comme non polluee (AURAY, FORBIHAN) De méme, nous avons
determlne une valeur de 469 ppm (P.S.) dans un é&chantillon d'huitres
Provenant de 1'ABER-WRACH. Les résultats de la presente étude cor-
respondent des concentrations 10 3 100 fois supérieures 3 la teneur
de 22 ppm rencontree 34 AURAY. Pour ce qui concerne 1l'évolution des
hydrocarbures totaux pendant l'annéé écoulée, nous pouﬁons nous

reporter 3 la figure 1.



( ¢ ABER : ABER :+ ABER ¢ ABER  : CARANTEC : PENZE )
( ¢ BENOIT : BENOIT : WRACH : WRACH : : )
( SITES : Amont : Aval ¢ Amont : Aval : : )
E ; ACP I : ACP TII : ACP IIIX : ACP IV ; ACP V ; ACP VI ;
E DATES ; Plates ; Creuses ; Creuses ; Plates - ; Creuses ; Creuses ;
S
2 N i 918 : 1450 : 1276 : 794  : 405 i 539 ;
E JUILLET : : 1491+ 1588 s 1737 : 332 g
§ AOUT ¢ 939 : 879 : 804 : 932 : 209 ;
E SEPTEMBRE: 1547 ¢ 1225  :+  S4d  : 1326+ 343 : ;
E OCTOBRE : 1484 : 829 ¢ 716 : 942 : 369 & 10l .;
Crovomms + s i o+ ser i wo i 1 i )
E DECEMBRE ¢ : 116 . 354 3
E JANVIER : . 1924 ¢ 1689 ¢ 1342 i 464k 3
S S : )
G ¢ um o e a2is s i ;
T T A O : 3
E MAT . 680 i 1125 1+ 1221 : 628 : 208 ;
( : : : : : : )
( : + : + : + : + : + s )
( MOYENNE :1023  378:1410 ¥ 447:1330 ¥ 538:1193 ¥ 339:366 £ 178 : 325 )
E DG : (327 : (40T : (8 : (4O 3

" TABLEAU 1

Variations des concentrations d'hydrocarbures totaux présents
dans les huitres prélevées au cours d'une année dans les sites
pollués choisis. Les teneurs sont exprimées en ppm de poids

secs (mg HC/Kg).



P VI

v

ACP I x AB=R BENOIT ( Haut

2000
I + ABER BENOIT { Bas
IT « ABER WRAC'H ( Haut
TL a ABER WRAC'H { Bas
X o CARANTEC
X S PENZE
1500-
—
-
Q@
-8
»
3
o
2
E
[+3
& 1000
=
3
s
- 800-
[
5
2
3
o 600
v .
-y
€
[ ]
400+
o
[
9
g
"€ 2004
g .
o MAl JUN T Jur AOUT SEPT oct NOV DEC - JANV FEV MARS AVRIL MAI
~\;'?’&"P’P‘?%"P%"?’P'P’f'.sv'r‘ﬁ"?’."?!."}a":’P}3.'

Figure 1 : Evolution des teneurs en hydrocarbures totaux dans les huitres prélevées au
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cours de 1'expérience ACP.
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1°) ACP T : ABER-BENOIT (Haut ou Amont)

La courbe representatlve des variations de la teneur
en hydrocarbures totaux des hultres tradult 1! heterogenelte des
resultats. Nous passons d'une valeur de 1411 ppm en Mai 1978, 3
une valeur de 680 ppm en Mai 1979 Compte-tenu des fortes valeurs
observées en Septembre et Octobre 1978, a1n31 qu'en Mars et Avril
1979, nous ne pouvons pas conclure i une diminution du niveau de

pollution des huitres au cours de 1l'année &coulée.

2°) ACP IT : ABER-BENOIT (Bas ou Aval)

C'est dans ce site que les valeurs observées sont en
moyenne les plus fortes pour 1' annee écoulée (1410 ppm). En-dehors
d'une legere diminution en Automne 1978, il est i remarquer une
assez bonne stablllte du niveau de pollution qui fluctue autour de-
la valeur de 1400 ppm. Noug avons donc pour ce site une trés forte
accumulation d'hydrocarBures, et une aﬁsence,totale de décontamina-

tion au cours du temps.

3°) ACP III : ABER-WRACH (Haut ou Amont)

Cette zone presente dans 1 ensemble des teneurs équi-
_ valentes (1330 ppm) 3 celles observees dans 1e bas de 1'ABER-BENOIT
(ACp II) Les trés fortes teneurs observees en Février et Mars 1979

-

nous entrainent 3 écarter l'eventuallte d'une décontamination.

4°) ACP IV : ABER-WRACH (Bas ou Aval)

" En moyenne (1193 ppm) les valeurs observees pendant
1'année ecoulee sont légérement plus faibles que celles correspondant
au haut de 1'ABER-WRACH (1330 ppm) ou au bas de 1'ABER~BENOIT (1410 .ppm).
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Cette moyenne est &quivalente 3 celle du haut de 1'ABER-BENOIT
(1023 ppm). Ici encore, il faut conclure & une stabilité du niveau

de pollution des huitres et donc & 1'absence de décontamination.

5°) ACP V : CARANTEC .

Dans 1'ensem$1e (366 ppm), les teneurs en hydrocarbures

-

sont trois 3 quatre fois plus faibles que celles des huitres des

ABERS, mais elles restent toujours excessives par rapport aux

" 22 ppm enregistrés 3 AURAY. Toutefois, il faut noter que les

valeurs observées pendant 1'année écoulée sont toujours plus falbles
que les valeurs enreglstrees en Mal 1978. I1 semblerait que, si
une décontamination a eu 11eu, ce11e-c1 a été trés rapide (Mai-

Juin 1978) et par la suite le niveau de pollution s'est stabilisé

autour d'une valeur moyenne de 330 ppm.

6°) ACP VI : PENZE

Nous n'avons que trés peu de valeurs pour ce site ; tou-
tef01s, celles-c1 sont plus falbles (325 ppm en mnyenne) que celles
enregistrées 3 CARANTEC cu dans les ABERS. Il est aussi 3 noter
1a d1m1nut10n sen51b1e du n1veau de pollutlon entre le mois de
Juin 1978 et les mois d'Octobre et Novembre de la méme annde. Il
y aurait donc eu, ici, une légére déccntamination, mals nous sommes'

-

toujours 3 un niveau de pollution dix fois plus élevé qu'3 AURAY.

B ~ AMOCO CADIZ : EPURATION : ACE

Les resultats des dosages d'hydrocarbures effectués dans
les hultres mlses 3 épurer en milieu non pollué (ACE) sont présentés
dans le tableau 11.
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( ¢:ABER-BENOIT :ABER~-WRACH :ABER-BENOIT :ABER-WRACH : BINIC

( : - > ! ——) > >
( SITES : ROSCANVEL : ROSCANVEL : RELECQ ¢ RELECQ ¢ RELECQ
E : ACEI : ACETI : ACEIIT : ACEIV : ACEV
E DATES ; Plates ; Creuses ; Plates ; Creuses ; Plates
(150578 & 59+ sz : :
(23.05.78 ; TR T
E 07.06.78 : 61 ;83 : :
(20.06.78 ; e s e
E 03.07.78 C 101+ 233+ 463+ 40
(15.07.78 : Y
E 21.08.78 : 51 ; ; ; :
Col.09.78 : : 16 i 99 i 27
E 18.09.78 : 48 : 43 s : :
Con0.78 : s
Cirr07s 1 e+ s : :
Cosmrzs ; T

Nt o o N " N o N N S " N Nt N NP N N Nt ot N ot N N Nt NP N Nt Nt N N N

TABLEAU IT ¢ Variations des concentrations en hydrocarbures totaux
présents dans les hultres mises en &puration 3 ROSCANVEL
et au RELECQ pendant 1'année 1978. Les teneurs sont ex-~
primées en ppm de poids secs (mg HC/Kg).

Deux lots d'hultres provenant des ABERS ont &té trans-
plantés 3 ROSCANVEL 10 3 21 jours aprés 1'échouage de 1'AMOCO CADIZ.
Deux autres lots ont &té transférés au RELECQ le ler Mai, c'est-3-

dire 45 jours aprés 1'échouage. Enfin, des hultres provenant de BINIC

(zone non atteinte par les nappes de pétrole) ont aussi &té iﬁplantées'

au RELECQ afin de servir de témoin.
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Pour ce qui concerne les hUltrES transferees a ROSCANVEL,
iln apparalt pas de varlatlon 51gn1f1cat1ve entre la teneur en
hydrocarbures totaux detectee en Ma1 et celle détectée en Octobre.

Par contre, il faut remarquer une tres nette d1m1nutlon du niveau
de pollution moyen par rapport i celui des hulpres demeurées dans

les ABERS. Ceci se remarque dé&s la premiére analyse (18 Mai 1978),

donc 40 3 50 jours aprés 1e transfert en zone non polluee par

1'AMOCO CADIZ. Une analyse d' hultres tem01ns prelevees a ROSCANVEL
au Printemps 1979 donnait comme teneur en hydrocarbures totaux :

142 ppm (poids secs).

I1 sembleralt donc que les teneurs résiduelles des
hultres transferees a ROSCANVEL 501ent dues 3 la pollution chroni-
que de ce site. I1 y a donc eu épuration lors du transfert de ces

deux lots.

Dans le cas du transfert des huiltres des ABERS au

'RELECQ, il apparait une nette diminution des teneurs en hydrocar-

bures au cours de 1'annde &coulée. En effet, au mois de Mai 1978,
(lé 23.05.78), la teneur én hydrocarﬁurés totaux dés huitrés plates
provenant de 1'ABER-BENOIT (9545 ést du méme ordre dé grandeur
que celle des hu*tres plates demeurees dans 1'ABER-BENOIT. Par
contre, en Octobre 1978, cette teneur est tombee i 62ppm. Il y

a donc eu un processus de décontamination trés lent : 6 mois.

Pour les huitres creuses dé 1'ABER-WRACH, le phénoméne de décon-
tamination est moins évident é&tant donné 1'absence dé valeur pour
le mois de Mai. Cependant, en Novembre 1978, nous avons une teneur
de 132 ppm, donc bien inférieure aux teneurs enregistrées dans les
hu1tres demeurées dans 1'ABER~WRACH.

Ic1 aussi, il ¥ a une lente décontamination. Toutefois,
il faut remarquer que dans aucun des deux cas d'epuratlon menee au
RELECQ, la teneur des hultres contamlnees ne rejoint la teneur des

huitres témoins (40 ppm) en provenance de BINIC.
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Si nous comparons les deux éxpériences d'épuration,
nous constatons que les teneurs én hydrocarﬁurés dés huitres mises
en épuration 3 ROSCANVEL sont Béaucoup plus faiflés que celles des
huitres placées au RELECQ. D'autré part, il apparait qué l'épu;
ration s'effectue beaucoup plus vité pour les huitres placées i
' ROSCANVEL (40 3 50 jours) que pour celles placdes au RELECQ (6 2
7 mois). Ces différentes remarqués sont mises en évidence par les

courbes de la figure 2.

Une deuxiéme expérience d'é&puration (ACE bis) a été
menée dans un bassin dé 1'ABER-BENOIT. Des huitrés plates et creuses
dé 1'ABER ont &té mises en décontaﬁination au mois dé Novembre 1978,
donc huit mois aprés 1'échouage de 1'AMOCO CADIZ. Des huitres pro-
venant de BINIC ont aussi &été soumises aux mémes conditions d'ex-

périence afin de servir de té&woins (TaEleau I11).

SITES : Plates de BINIC : . Plates de ¢ Creuses de
: TEMOIN :  1'ABER-BENOIT : 1'ABER-BENOIT

DATES : ACE VI : ACE VII :  ACE VIII

03.11.78 : 46 : 358 : 612
Mise au; Bassin le 06.1!.:78 :

09.11.78 : 63 ; 299 : 510
13/11.78 : 32 : 154 : 554
20.11.78 : : 378 : 475
29.11.78 : 54 : 333 : 518
14.12.78 : 82 ; 290 : 299
16.02.79 : F: : 491
13.03.79 : : : 593
19.04.79 : s : 439

N Nt N o N ) N o N N N S N N Nt o o A P o P N ot

* TABLEAU III : Variations dans le temps des teneurs en hydrocarbures totaux
dans des huitres mises en &épuration a 1'ABER-BENOIT,
Les teneurs sont exprimées en ppm de poids secs.
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‘Figure 3 : Evolution des teneurs en hydrocarbures totaux dans les huitres prélevées au cours de 1'expérience
ACE (bis). o | |
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Qu'il s'agissé de platés ou de créuéés, les teneurs
en hydrocarbures sont &levées et toujours supérieures 3 celles du
témoin (55 ppm en moyenne). En un mois, il n'existe pas de varia-
tion significative du niveau de pollution des huitres plates.
Pour ce qui concerne les hultves creuses, 1es teneurs en hydro-
carbures totaux sont plus elevees dans 1'ensemb1e que celles des
huitres plates. En six mois, une diminution du niveau de pollu—
tion des huitres n'est pas oBsérvée. I1 y a persistance du toxique
dans les individus contaminés péndant plusieurs mois consécutifs

(figure 3).

C ~ AMOCO CADIZ : ADAPTATION : ACA

Pour réalisér cette étude d'adaptation d'huitres
salnes a un m111eu pollué, des huftres plates de BINIC ont &té
1mmergees dés 1e mois de Mal 1978 dans les ABERS, & CARANTEC et

a PENZE. Les résultats des dosages erfectues sont présentés dans le
4tab1eau Iv.

Dans les quatre sités étudiés, les huitres plates
de BINIC, dont 1la teneur 1n1tlale en hydrocarbures totaux était
de 1'ordre de 40 ppm (P.o.), acqulerent dés les premiers prele-
vements des concentrations en hydrocarbures proches de celles des
huitres d'origine. Tout au long de 1'année, les teneurs en hydro-
carbures sont élevées et aucune tendance particulidre ne se mani-
feste sur les courbes (flgure 4) Les ABERS apparaissent touJours
comme les zones les plus contamin@es. CARANTEC et PENZE, blen que
plus faiblement polluées que les ABERS, présentent toujours une

forte pollution par rapport aux zones telles que BINIC ou AURAY.
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SITES H BINIC : BINIC H BINIC : BINIC

: > : /> : =

DATES ¢+ ABER-BENOIT : ABER-WRACH : CARANTEC H PENZE

' : ACA I : ACA IT : ACATIIT : ACA IV

23.05.78 : 1008 . 258 : 429 :
07.06.78 677 . 685 : 84 :

09.06.78  : : ; ; 335
21.06.78 ¢ 1474 i 527 : ;

23.06.78  : : . 170 : 146
06.07.78 ; ; 654 ; ;
07.07.78 : 976 i ; :
25.07.78  : : L 226 ;
21.08.78 = : ; 213 ;
22.08.78 : 619 _‘ : 755 ; ;
18.09.78 : 313 : 79 :
19.09.78 393 : : :
17.10.78 574 : : ;
18.10.78 : . 332 : :

19.10.78  : : ; : 104
13.11.78 150 : 413 ; :

17.11.78 : : 241 : 212
i4.12.78 985 : 583 : :
17.01.79 : 569 : :
15.02.79 .: : . 210 :
16.02.79 : : 522 : :
13.03.79 423 : : :
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( SITES H BINIC : BINIC : BINIC : BINIC )
( ! —>  —  —  — )
( DATES ¢ ABER-BENOIT : ABER-WRACH : CARANTEC PENZE )
( : ACA I : ACA II : ACA TII : ACA IV )
( : : : : )
( 15.03.79 " : : 571 s 230 : Plates : )
( : : : : )
( 16.03.79 : : : : )
( : : : : 139 )
( 17.04.79 : : 924 : )
( : : : s )
( 18.04.79 : 163 : s : Creuses: )
( : : : : )
( 20.04.79 : : 438 : : 283 )
( : : : : )
( 11.05.79 : 280 : : : )
( : : : ] )
( 14.05.79 : : 395 : s )
( : : : : )
( 15.05.79 : : : 123 H )
( s - : : )
( : : : : )
( - MOYENNE : 644 501 : 266 : 187 )

"TABLEAU IV : Variations dans le temps des concentrations en hydrocarbures
totaux des hultres plates de BINIC, immergées dans les
différents sites pollués étudiés. Les teneurs sont exprimées
en ppm de poids secs. .
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Figure 4 : Evolution des teneurs en hydrocarbures totaux dans les huitres prélévées au cours de 1'expérience ACA.
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Une deuxidme expérience, plus limitée dans le temps,
a été menée 3 1'ABER-BENOIT et permet de comparer ies ré&actions
des huitres plates i celles des hultres creuses. Les résultats sont

présentés dans le tableau V.

( SITES ¢ BINIC - Plates : ROSCANVEL - Creuses ) -
( : —> : — )
( DATES :ABER-BENOIT ; ACA V :ABER-BENOIT ;ACA VI )
( : : )
( 14.11,78 : " 336 : 926 )
( : - : )
( 20.11,78 : 390 : 944 )
( : : )
( 29.11.78 : 446 : 979 )
( : : )
( 14.12.78 : 465 : 1312 )
( : : )
( : 398 : 606 )
( - : : )
( 14.03.79 : : 149 )
( : : )
( 17.04.79 : : 111 )

" TABLEAU V : Variations dans le temps des teneurs en hydrocarbures
totaux des hultres de BINIC et ROSCANVEL immergées &
1'ABER-BENOIT. Les teneurs sont exprimées en ppm de
poids secs.

Les huitres ayant été immérgées le 6 Novembre 1978,
il faut remarquér dans les déux cas une élévation dés téneurs en
hydrocarburés dés le 14 NovémBre. Cétte augméntation est Beaucoup
. plus forte (de 140 ppm 3 926 ppm) pour les huitrés créﬁsés provenant
de ROSCANVEL, que pour les huifres plates provenant dé BINIC
(de 55 ppm 3 336 ppm). Par contre, il semblerait qu'd partir du
mois dé Mars 1979 les huitres créuses soient revenues i leur

taux initial en hydrocarbures (figure 5).
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Figure 5 ¢ Evolution des teneurs ‘en hydrocarbures totaux dans les huitres prélevées au cours de 1'expérience
~ ACA (bis). ' ‘ ‘
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IITI - DISCUSSION - CONCLUSION

L'étalonnage du spectrofluorométre utilisé a été
réalisé 3 1'aide d'une solution de résidu brut de 1'AMOCO CADIZ.
A l'origine, la composition de ce pétrole avoisinait 35 7 d'hydro-
carbures aromatiques et 65 % d'hydrocarEures aliphatiques. Lors
des dosages effectués en spectrofluorométrie, les hydrocarﬁures
aromatiques sont essentiellement pris en compte. De ce fait, la
teneur en hydrocarbures totaux des échantillons analysés est
‘extrapdlée de 1la teneur en hydrocarﬁures aromatiques effective-
ment déterminée, en supposant la composition du pétrolé fixé
par 1l'individu, proche de 1la compositionbde 1'échantillon utilisé
pour la calibration du spectrofluorométre. Il apparait que la
composition en hydrocarbures aliphatiques et aromatiques péut
fluctuer au cours du temps (voir lé chapitré correspondant 3
1'analyse chromatographique des &chantillons). Dé cé'fait, les
teneurs en hydrocarbures totaux déterminées par spec;rofluorométrie
peuvent &tre biaisdes. Nous avons voulu comparér les résultats
d'analyses obtenus par spectrofluorométrié 3 ceux obtenus par
chromatographie en phase gazeuse. Nous avons donc calculd la drojte
de régression : y = ax + E s oiy corréspond 3 la concentration
d'un échantillon, mesurée par chromatographie et x correspond 3

la teneur du méme échantillon, mesurée par spectrofluorométrie.

I1 existe une corrélation significative entre les
mesures effectudes par les deux méthodes. La significativité du
coefficient dé corrélation a &té &tablie au moyen du tést +
Le degré de confiance adopté étant compris entré 95 ét 99 7 A
(0,01 £ P < 0,05) (figure 6). L'analyse spéctrofluorométrique
apparalt donc comme une méthode fiddle et rapidé qui a permis de
traiter les nombreux échantillons (N = 150) nécéssaires 3 cette
étude de 1'évolution temporelle des teneurs én hydrocarﬁures totaux

des huitres polluées.
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" Figure 6 : Droite de régression.: comparaison des taux d'hydrocarbures obtenus par
spectrofluorométrie et par chromatographie
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La zone des ABERS se distingué par les fortes
teneurs en hydrocarbures totaux enregistrées chéz lés huitres
analysées. D'autre part, il est 3 notér l'aﬁséncé de déconta-
mination au cours de 1'année &coulée. Deux hypothéses peuvent
étre émises pour ténter d'éxpliquér cé phénoméné. Soit,lés'
huitres trop fortement atteintes sont incapaﬁles par la suite
d'éliminer les hydrocarﬂures fixés, Soit, i1 existé un 1ént '
procéssus d'épuration mais aussi une intoxication chronique
simultanée due i la persistance dans le milieu des fortes con-
centrations en hydrocarburés piégés. Cette seconde hypothésé semble
confirmée par les analyses de sédiments dés ABERS, réalisées au
'C.0.B. (M. MARCHAND et M.P. CAPRAIS ; sous presse).

Dans les régions de CARANTEC et PENZE, les huitres
ont &té moins atteintes que dans les ABERS. Il semble méme y avoir
eu une 1légdre décontamination. Cependant, les teneurs résiduelles

sont toujours trop élevées par rapport 3 celles généralement ren-

contrées dans les zones non polluées.

Les expériences d'épuration d'huitres menées 3
ROSCANVEL et au RELECQ mettent en &vidence 1'importance du temps -
de résidence dés individus en miliéu contaminéd. En effet, les huitres
mises 3 ROSCANVEL 10 & 20 jours aprés 1'échouage ont pu rétrouver
un niveau de pollution équivalent 3 celui di i la pollution chro-
nique du site, alors qué les huitrés mises au RELECQ, 45 jours
aprés 1'échouage, n'ont pas pu retrouvér un niveau de contamination
équivalent 3 celui des témoins. Cette remarqué péut étre renouvelée.
pour ce qui concerne la deuxi®me expérience d'@puration (ACE bis).
TLes huftres mises a épurer huit mois aprés 1'échouage conserveat

des teneurs en hydrocarbures tr&s &levées.

Les résultats de 1'expérience d'adaptation mettent

en évidence la rapidité avec laquelle des huitres saines ont &été
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polluées lors de leur immersion dans les zonés contaminées. En

un mois, ces hultres atteignent un niveau dé contamination é&qui~
valent 3 celui des huitres présentes dans le milieu au moment

de 1'échouage. En outre, la deuxiémé éxpériéncé d'adaptation

(ACA bis) souligﬁe la plus grande capacité de concéntration du
toxique des huitres creuses. Cette capacité dé concéntratipn plus
forte est peut &tre airélier au plus fort rapport gonado~somatique
des huitres creuses comparativement 3 celui des huftres plates.

Le développement plus important des gonades éntraine_une plus grande
richesse lipidique des tissus. Or, les hydrocarﬁures ont une grande
affinité pour les tissus graisséux ol ils se stocként préférentiel-

lement.

Les analyses effectuées au cours de cette année nous
permettent de conclure i une persistance des hydrocarﬁures dans les
tissus des animaux présents au momént de 1'échouage de 1'AMOCO CADIZ.
La présence d'hydrocarﬁures piégés dans lés sédiments des ABERS
font de ces zones des sources de pollution chronique. D'autre part,
les expériences complémentaires qui ont été menées (ACE et ACA) |
mettent en évidence la difficulté des huitres i éliminer les hydro-
carbures fixés, et soulignent la toxicité@ résiduelle du milieu.

La discussion des niveaux dé pollution rencontrés dans les &chan-

tillons pourra étre menée 3 partir du document fourni en annexe.



FRACTIONNEMENT DES
HYDROCARBURES
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I -~ MATERIEL ET METHODES

A - MATERIEL

’ Tous les solvants utlllses (Pentane, Hexane,
chhloromethane, Acetone) sont de haute pureté, pour analyse
de résidus (S.D.S., qualité pestlpur). Leur qualité est testée

réguliérement en chromatographie en phase gazeuse.

Toute la verrerie Pyrex est lavée successivement
par un détergent type R.B.S.-25 puis par le mélange sulfo-chromique,

rincée 3 1'eay bidistillée et 3 1'acétcne .

Les colonnes pour chromatographie 11qu1de ont une

longueur de 2] cm et un diamétre intérieur de 1,1 cm et sont munies
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d'un réservoir de 40 ml. Les supports sont retenus 3 1'aide d'un

tampon de laine de verre traitée.

"1 '='Gél-'dé silice : le gel de silice est du -type 60
(70-230 mesh), produit MERCK (DARMSTADT, R.F.A.). Il est purifié

une nuit i 250° C.

"2 '='Florisil : cet adsorbant (100-200 mesh), produit
TOUZART et MATIGNON (FRANCE), est purifié i 600° C pendant 12 heures.

"3 = 'Produits radiocactifs :
-n (10 (16)—140)-entacosane (AMERSHAM, G.B.), d'acti-
vité spécifique égale i 305,25 MBq/mmole

-n (12-14C) benz (a) anthracéne (AMERSHAM, G.B.),

d'activité spécifique égale 3 1813 MBg/mmole

"La pureté radiochimique de ces deux composés a été vérifiée

dans différents systémes chromatographiques.
Des solutions standards de ces deux composés sont
préparées dans 1'hexane 3 la concentration de 18,3 Bq/ml. Leur sta-

bilité est contrdlée réguliérement.

"4 = Hydrocarbures standards

Les hydrocarbures standards sont d'origine commerciale
diverse : Fluka (BUCHS, SUISSE) et E.G.A. Chemie (ALBUCH, R.F.A,) 3
leur pureté est garantie. Ils sont utilisés en solution dans 1'hexane

a des concentrations de 1'ordre de 10 i 20 ug/ml.
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4°) Chromatographie en phase gazeuse ~ haute performance
(C.P,G. ~ H.P.)

Le chromatographé utilisé ést du type CARLO-ERBA
(MILAN, ITALIEj, ﬁodélé 2150-AC, équipé d'un détéctéur a jonisation
dé flamme ét d'un injéctéur "splitléss’ type GRCB muni d'un 'insert"
en verre. La sens1b111te de detectlon standard est de 3,2.10 1]

pour une déviation p1e1ne echelle de 1l'enregistreur 1 mV,

L'appareil est &quipé d'une colonne ‘capillaire de
verre de 54 mx 0,3 mm, imprégné d'un film d'OV-1 d'épaisseur égale
da 0,15 uym. Le nombre de séparation. calcule selon le principe du
test de GROB est &gal 3 50 pour les esters méthyliques des acides
gras en Cll et ClZ'

L'efficacité de la colonne est de 190 000 plateaux
théoriques, calculée sur le n-octacosane (facteur de capacité égal
3 4,4), ce qui donne un pourcentage d'efficacité de 92 Z.

La colonne capillaire a été préparée selon la méthode

de GROB, modlflee au Laboratoire. En résumé, aprés un dépdt de cris-
taux de carbonate de baryum, le verre est désactivé par du polyéthyléne
glycol type Carbowax 1000 et 20 M. L'imprégnation est réalisée par

la méthode statique.

Les conditions opératoires sont les suivantes :
- injecteur : température 250° C
' déﬁit séptum ¢ 20 ml/mn .
- colonne : pression gaz véctéur hydrogéne ultra-pur, 1,4 bar
deb1t : 2 ml/m

- four : température d' 1n3ect10n : 44° C.
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B - METHODES ‘

1°) Préparation des extraits biologiques

""1 = "Lyophilisation, Extraction

Cette premidre &tape est effectude au Centre Oc&ano-
logique de BREST, préalablement 3 la quantification des hydrocarbures

par fluorescence.
Les huitres sont &coquillées, broyées, lyophilisées,
. extraites par un mélange acétone-pentane (l:4, v/v) selon la méthode

de MICHEL (I.S.T.P.M.)

""2 - Etalons internes de ré&cupération

Le résidu d'extraction est porté 3 sec i 30° C sous
azote, puis repris par 2 x | ml d'hexane contenant les produits radio-
actifs. 3 réle d'étalon interne. Aprés agitation au "Vortex", cet

extrait est délipidé.

©'3 - Délipidation

Les lipides contenus dans les extraits Biologiques
sbnt €liminés par chromatographie sur colonné dé Florisil. L'ad-
sorBant, aprés activation 3 150° C péndant une nuit, est porté &
un degré d'activité standard par addition de S Z (p/v) d'éau. 10 g

de Florisil sont versés dans la colonne remplie de pentane.

Aprés équiliﬁration de 1a colonne, et dépot e
1'extrait biologique, les hydrocarbures sont &lués par 60 ml de

-~

pentane. L'éluat est porté 3 sec dans un évaporateur rotatif 3 30° C.
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"4'**Sépatation'des*hydroéarbures‘aIiphatiques'et

.....

Le gel de silice, avant utilisation, est activé une

nuit & 150° C. Un volume de 15 ml de silice ainsi préparé est mé-

langé avec 25 ml de dichlorométhane.

Le gel ainsi obtenu est soigneusement dégazé par
agitation puils versé dans la coloﬁné rémplie dé dichlorométhane.
Aprés décantation du gel, la colonné ést soignéusément rincée par
25 ml de dichlorométhane. A la surfacé du gel dé silice sont intro-
duits 6 g de sulfate de sodium anhydré dont le rdle est d'éliminer
1'eau résiduelle des extraits et de conserver unm degré d'activité
. donné. Le résidu d'évaporation de 1'étape précédénte est repris par
1 ml d"hexane, déposé 3 la surface du sulfate. Le tuBe est soigneu-
sément rincé par 2 x 0,5 ml d'hexane qui sont ajoutés i l'extrait

déposé.

La’fraction aliphatique est &luéde par 15 ml d'hexane
puis par 5 ml d'un mélangé dichlorométhané-héxane (1:4 v/v). La
fract1on aromathue est eluee par 25 ml d'un mélange dichlorométhane-
hexane (2:3, v/v). Les deux fract1ons obtenues sont &vaporées a
sec sous vide, i 30° C, reprlses par de l'hexane, transférées en
tuﬁes bouchés 3 vis ét portéés i sec 3 30° C, sous un courant d'azote.
Pour chacuné dé cés deux étapes de purification, un témoin est fait,

constituant le blanc de la méthode.

2°) Quantification par C.P.G.

"1 -'Analyse par C.P.G.

Les extraits secs obtepus sont repr1s par de l'hexane
ccntenant, pour la fraction a11phat1que, du pyréne (12,3 ng/ul) et,
pour la fraction aromatique, du n-tétracosane (12,07 ng/ul). Ces

deux composés jouent le r8le d'étalon interne secondaire lors de la
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C.P.G. 2 ﬁl des éxtraits dissous dans l'héxané (lé volume est va-
riaBlé suivant la.concentration én hydrocarﬁurés atténdue, de 0,1

4 3 ml) sont inject&s suivant la techniqué de 1'injéction "splitless'".
Dés 1'apparition du pic d'héxané, la témpérature de la colonne est

-

portée 3 115° C puis & 290° C 3 raison de 4° C/minute.

"2 '='Quantification -

Pour permettre 3 la fois 1'identification et la quan- -

tification, deux gemmes &talons sont préparées :

- gamme d'aliphatiques, du pentadécane au dotriacontane (10 i 12 ng/ul),

additionnée de pyréne ;

~ gamme d'aromatiques, constituée par un mélange de 12 hydrocarbures

a des concentrations de 10 i 20 ng/ul, additionnée de tétracosane.

L'étalonnage a pour but de mesurer le facteur de pro-
portionnalité de la réponse des aliphatiques par rapport au pyréne

d'une part, et des aromatiques par rapport au tstracosane d'autre part.

I1 faut noter ici que, pour quelques extraits biologiques,
deux étalons internes primaires deutérié&s ont &té utilisés : le n-té-
tracosane d-50 et le pyréne d-10. Ces produits jouent 3 la fois le

role d'étalon interne secondaire et de récupération.
La quantification est réalisée 3 1'aide de la formule
suivante, basée sur l'utilisation d'étalons internes secondaire ct

primaire :

' . 11
(X)n kn-f x (EI)xRxP
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‘Légende de 'la formule précédemment citée :

(X)n : quantité d'hydrocarbure n présent dans 1l'échantillon

k
n

facteur de proportionnalité tenant compte de la réponse
individuelle de chaque hydrocarbure n en C.P.G. - ionisa-

tion de flamme , .

hauteur des pics chromatographiques de 1'hydrocarbure n

hn,hEI

et de 1'étalon interne secondaire (pyréne ou tétracosane)

(E1) ¢ quantité d'étalon interne ajouté 3 1'échantillon avant la C.P.G.
R : facteur de récupération de 1'é@talon interne radioactif

(mesuré par scintillation liquide)
P ¢ poids sec de 1'échantillon

Les résultats sont exprimés en ppm (poids sec).

"3 = 'Jdentification

L'identification a été réalisée uniquement sur quelques
échantillons par le procédé de surcharge des échantillons biologiques

par des produits standards et par détermination des temps de rétention.

II ~ RESULTATS

A - HUITRES TEMOINS

Des huitres plates de BINIC sont utilisées comme
 témoins. Un lot a &té immergé au RELECQ-KERHUON (Rade de BREST) et
_ prélevé aprds un court séjour le 23 Mai 1978 (ACE V 1). Un autre

lot a été prélevé en Novembre i BINIC et directement analysé (ACE VI 1).
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Les teneurs en hydrocarﬁurés totaux sont présentées
sur le tableau I. Elles sé situént éntré 4,7 ét 10,2 ppm. Le
pourcentage en aromatiques est trés faiﬁle (6 Z) pour le lot
provenant direétement de BINIC. Par contré, on péut penser que
le taux élevé d'aromatiques (3 ppm, répréséntgnt 64 7 des hydro-
carbures totaux) pour le lot ayant sé&journé dans la Rade de‘BREST
est dli 3 une pollution chronique (proximité du port de BREST).

En conséquence, seront considérées comme non polludes des huitres

dont le taux d'arumatiques sera faiBle, de 1'ordre de 1 3 2 ppm.

De plus, les taux d'hydrocarbures aliphatiques sont
nettement différents entre les deux lots d'huftres. Ceci est proba-

blement d§ aux variations saisonnisres du métabolisme de 1'huitre.

¢ Hydro- : Hydro- : Hydro- : 7 d'aro:Indice de )

: carbures : carbures : carbures : matiques :préférence)

¢ alipha- : aroma- : totaux : : )

s tiques : tiques : : : )

: : : s : )

: : e : : )

ACEV 1 : 1,7 : 3,0 : 4,7 : 6% : 1,18 )
23.05.78 : : : ' : : )

: : -3 : : )

: : s s : )

(ACE VI 1 : 9,6 : 0,6 s 10,2 : 6 : 1,30 )
( 03.11.78 : : : : : )

~

" "TABLEAU I : Teneurs en hydrocarbures, exprimées en ppm/poids sec.

B - SEJOUR EN ZONES CbNTAMINEES (POLLUTION - ACP)

Sur les deux sites &tudiés (ABER-BENOIT : LE CARO (II) ;
ABER~WRACH : ILE D'HER (IV)), la décontamination a lieu mais faible-

ment (taBleau II). Elle dé&bute d&s le mois de Mai, mais de fagon
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PRELEVEMENT : DATE : HYDROCARBURES : HYDROCARBURES :HYDROCARBURES % : INDICE DE

: : ALTPHATIQUES : AROMATIQUES : TOTAUX +D'AROMATIQUES : PREFERENCE
II 1 : 24 Mai : 18,9 107 . 125,9 : 85 : 0,86
I 2 ¢ 7 Juin : 13,4 : 100,7 ;114,10 : 88 . 0,98
II 3 . 4 Juiller 14,7 ; 47,2 : 61,9 i 76 L
II 4 : 21 Aofit : 5,5 : 36,5 : 42,0 : 87 . 0,73
II 5 : 19 Septembre 11 : 80,5 : 91,5 : 88 : 1,10
II 6  : 17 Octobre : 6,5 . 99,7+  106,2 : 9% s 1,19
117 : 13 Novembre : 9,2 : 29,4 38,6 : 76 To1,23
IV 1 : 18 Mai : 91,6 : 39 : 130,6 : 30 ;1,18
v 2 : 7 Juin ; 8,7 , 45,5 T she : 83,6 c1,12
W3 o+ 4 Juillee : 13,2 ¢ 150,6 i 163,8 : e+ 0,87
IV 4 : 21 Aodit : 4,9 : 69 . 73,9 : 93 : 0,98
V5  : 19 Septéembre : 22 : 71,2 i 93,2 . 76,5 i 1,26
v 6 : 17 Octobre 7,9 : 94,9 : 102,8 : 92 : 1,02
V7 & 13 Novembre : 16 : 55,6t 71,6 ;17,6 P 1,29

N N N N N N N N N N N N N N N N S SN N Sl N S N o N N N S S N

"“TABLEAU II : Teneurs en hydrocarﬁures.(ppm/poids sec) d'huitres

dans 1'ABER-BENOIT (II) et 1'ABER-WRACH (IV)

creuses prélevées
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irréguliére (série II, remontees en'Septembre-Octobre, série IV
en Ju111et) Ceci est probablement di 3 la remise en suspension

d' hydrocarbures piégés dans les sédiments.

La décontamination au niveau'des hydrocarﬁures alipha-
tiques, peu toxiques, est rapide, particuliérement dans la série IV
oﬁ en trois semaines, les taux chutent de 91,6 3 8,7 ppm (figures 1A
et IB). L'évolution de 1l'indice de preference (rapport des hydro-~
carbures 3 nombre impair de carbone sur ceux 3 nombre pa1r de carbone)
dénote une modification dans la composition des hydrocarbures dans
1'huitre. Cet indice, égal a l pour les hydrocarbures fossiles, devient
supérieur 3 1'unité dés que les hydrocarbures blogen1ques 1'emportent.
~ Ceci est le cas en Novembre, 1'indice de préférence est alors de

1,23 et 1,29.

Les taux de phytane et de pristane (figures 2A et 2B)
subissent une augmentation notable en Juin et Juillet. Ceci est sans
doute di 3 des modifications de paramétres biologiques de 1'hultre,

notamment de l'activité métabolique, et du milieu environnant.

, La comparaison des fractions aliphatiques du pétrole
déversé (prélévement du 17 Mars 1978) et de 1'extrait d'huitres
creuses de 1'ABER-WRACH prélevé le 7 Juin 1978 montre une modifi-
cation notable de la composition en hydrocarBures. Ainsi, les hydro-~
carbures légers, essentiellement des n-paraffines, isoalcanes et
cycloalcanes de volatilité inférieure 3 celle de 1'hexadé&cane
(température d'ébullition : 287° C) n'apparaissent pas sur le
chromatogramme de 1'extrait d'huitres (figure 3B). Ceci est sans
doute di 3 la volatilisation préférentielle de ces composds d&s
les premiers jours de la catastrophe. Par ailleurs, une rétention
préférentielle par 1'hultre des hydrocarBures ramifiés est observée.
Ceci est trés caractéristique pour le pristane (2, 6, 10, 14 -

tétraméthylpentane) et le phytane (2, 6, 10, 14 -tétraméthylhexadécane).
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ACP II (A), et de 1'Aber-Wrach ACP IV (B)
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Figure 3 : Chromatogrammes en phase gazeuse haute résolution des fractions ali-

phatiques du pétrole de 1'AMOCO-CADIZ (préldvement du 17 mars 1978 i Portsakll)

(A) et d'un extrait d'huftres Prélevées le 1€ mai 3 1'Aber-Wrach (B).
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Le rapport heptadécane/pristane ést égal 3 0,65 pour les huitres
ACP IV 2 alors que ce rapport &tait de 5,42 dans le pétrole dé-
versé. De méme, le rapport octadécane/phytané qui &était de 3,94

" dans le pétrole n'est plus qué dé 0,18 dans cés mémés huitres.

Par ailleurs, 1'heptacosane ést lé n-alcané le plus abondant dans
les huftres ACP IV 2 (figure 2B) alors que dans le pétrole il
s'agit des tri et tétradécané (figuré 3A). Cétté constatation est

confirmée dans la série ACP II.

De méme, la comparaison des fractions aromatiques‘du
pétrole déversé et des hultres ACP IV 2 montré le méme phénoméne
de sélectivité de r§téntion. Ainsi, la fraction pétrolidre obtenue
par s@paration et concentration, cés méthodés ayant é€liminé les
alkyBenzénes, apparait trés riché'en dérivés alkylés du naphtaléne :
monométhyl (pics 10 et 11), diméthyl (pics 15 3 20), triméthyl
(pics 21, 23 & 31), tétraméthyl (pics 32 i 39) (figure 43B). Par
contre, ces dérivés n'apparaissént pas danS»l'éxtrait biologique

(figure 4A). De plus, la fraction polyaromatique soufrée, type

dibenzothiophéne (pic 43) et dérivés alkylés : monométhyl (pics 50,
51), diméthyl (pies 57, 59, 60, 64), triméthyl (pi;s 65, 67, 70)

" ‘apparait préférentiellement retenue par 1'huitre (figure 44). De-

plus, les dérivés diméthylés (pics 57, 59, 60, 64) et triméthylés
(pics 67, 70, 75) du dibenzothiophéne semblent les plus retenus

dans les tissus de 1l'huitre.

Par ailleurs, il faut noter que les hydrocarbures aroma-
tiqués représentént a eux séuls de 73 3 94 7 dés hydrocarBures
totaux (figures 1A et IB). I1 apparalt donc clairement que cette
accumulation est un phénoméné important qui se traduit par une
augmentation de 1'aromaticité dé la fraction hydrocarBonée. Ainsi,
le lot d'hultres ACP IV 1, prélevées en Mai 1978, contient de toute
évidence le pétrole brut c'est~3-dire une fraction aromatique rela-

tivement peu importante :° 30 % des hydrocarbures totaux. Ces huitres
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Figure 4 : Comparaison des chromatogrammes en phase gazeuse haute résolution des
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fractions aromatiques d'un extrait d'huitres prélevées 3 1'Aber-Wrach le 7 juin
ACP IV 2 (A) et du pétrole de 1'AMOCO-CADIZ prélevé le 17 mars 3 Portsall.(B).
(Pour la numérotation des pics, voir le texte)
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voient leur taux d'a1omat1ques augmenter legerement en trois semalnes,
tandis que le taux d’ allphathues diminue d environ dix fois. Ceci
se traduit donc par une augmentation du degre d'aromaticité des hy-

drocarbures totaux.

C - EPURATION APRES TRANSFERT EN ZONES SALUBRES (ACE)

Des hultres creuses ont &té transférées de 1’ ABER-WRACH
3 ROSCANVEL (ACE II) et au RELECQ-KERHUON (ACE IV) respect1vement
- 15et 35 Jours environ aprés la catastrophe. Leur epuratlon en
zones salubres a été suivie Jusqu en Novembre (tableau I111).

L' epuratlon, exprlmee en hydrocarbures totaux, est
effectlve et rapide ; seul 6,8 Z du taux initial subsiste aprés
quelques jours d'epuratlon (ACE II) Toutefo1s, il faut noter que
cette épuration est bien moins rap1de pour la série ACE IV dont
lé séjour en zone polluée a &été prolongé de 20 jours. En effet,
aprés 45 Jours d'epuratlon, il subsiste encore 25 Z du taux initial
d'hydrocarbures totaux. Par comparaison, des huitrés maintenues °
dans 1'"ABER-WRACH v01ent leur taux d' hydrocarbures totaux diminuer

de 58,5 7 en l'espace de 40 jours.

Dans les deux lots d'huitres étudiés, tous deux trans—
férés dans la Radé dé BREST, la décontamination, rapide pour le
lot ACE II, lénté pour le lot ACE IV, semble ne plus avoir lieu
3 partir de Septembré. Au contraire, lés taux d'hydrocarBures totaux,
aprés étre descendus 3 dés valéurs situées entre 7 et 10 ppm, re-
montént en OctoBré-NovemEré a 18-21 ppm. II'suBsistéfde fagon

évidente un résidu de pollution, en effet ces taux sont deux fois

plus &levés que ceux des huitres témoins (tableau I).




(  PRELEVEMENT : DATE : HYDROCARBURES : HYDROCARBURES : HYDROCARBURES : 7 : INDICE DE
( : : ALTPHATIGUES : AROMATIQUES : TOTAUX :D'AROMATIQUES : PREFERENCE

§ ACP II 1 : 28 Mai : 18,9 : 107 . 125,9 : 85 : 0,86

E ACE II 1 : 18 Mai ; 2,8 ; 5,8 : 8,6 : 67 : 1,08

ﬁ ACE I1 2+ 7 Juin ; 5,0 :‘ 4,7 ; 9,7 ; 49 : 1,15

C AmTLa + asaiter 1 s i o i s+ e i Tha

§ ACEII 5 : 18 Septembre : 8,1 : 7,2 : 15,3 : 47 : 1,24

E ACE IT 6  : le Octobre i 7.7 : 10,5 : 18,2 : 57,5 : 1,13

2 ACP IV 1 ¢ 18 Mai : 91,6 . : 39 : 130,6 ; 30 . 1,18
T N T T

§ ACE IV7 : 3 Juillet : 9,6 : 26,2 : 35,8 : 73 : 1,53

( aE T8 4 18 eitier s 7,6 : 19,9 ¢ 27,5 : 73 © 127
E ACE IV 10 : le Septembre : 4,1 : 5,1 : 9,2 : 55 : 1,22

§ ACE IV 11 : 4 Octobre : 6,7 : 9,0 : 15,7 : 57 : 1,45

E ACE IV 12 ; 3 Novembre ; 14,7 ; 6,3 ; 21,0 ; 30 ; 1,31

N’ S N N o Nl S S N N N Nl S N Nl N N St N N N SN N S N N NS NS

1'ABER-WRACH au RELECQ7KERHUON le 20 Avril (ACE IV)

" "TABLEAU IITI : Teneurs exprimées en ppm (poids sec) d'hydrocarﬁures d'huitres creuses
transférées de 1'ABER-WRACH 3 ROSCANVEL le ler Avril (ACE II) ou de
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Les figurés S5A et 5B montrént 1'évolution respective
des teneurs en hydrocarﬁurés aliphatiqués ét aromatiqués des lots
ACE II et ACE IV. Si 1'épuration du lot ACE II ést rapide pour ces
deux fractions d'hydrocarﬁurés, il n'én ést pas dé méme pour le
lot ACE IV. En effet, il faut énviron déux mois pour qué ce lot
voit le taux d’hydrocarﬁurés aromatiqués chutér dé 39 3 20 ppm
alors qu'en 1l'espace dé quélqués jours cé taux chutait de 107 3
6 ppm pour le lot ACE II. Cétté différénce dans lé temps de demi—I
vie d'élimination de la fraction aromatique gloﬁale est sans doute
én relation avec la durée du ééjour sur des zones polluées avant
‘transfert. Une telle différence n'apparait pas pour les fractions
aliphatiques qui voient 1éur taux chuter en moins d'un mois de

19 & 3 ppm (lot ACE’ II) et de 92 3 4 ppm (lot ACE IV).

Les teneurs des fractions aliphatiques, aprés avoir
Suﬁi une diminution rapide et Brutale, augmentént réguliérement
a partir de Septembre, conflrmant la teneur elevee du lot témoin
ACE VI preleve en Novembre. Cette varlatlon est sans doute due aux
hydrocarbures blogenlques et trouve donc soa or1g1ne dans le mé-
tabolisme méme de 1' hultre. Ceci est confirmé par les variations
de 1'indice de préférence qui évolue vers uné préddminance des
hydrocarbu*es a nombre impair de carbone sur ceux 3 nombre pair de

carbone (tableau I11).

Le n-alcane maJorltalre est, dans tous les cas,
1! heptacosane, representant i lui seul 12 1 Z (+ 3,1 7) et 13, 1 Z
(+ l 8 %) de la totalité des hydrocarbures a11phat1ques respec=
tivement dans les lots ACE II et ACE 1V (figures 6A et 6B). Le n~
alcané majoritaire dans l'éau dé mér qui ést lé nonacosane
(P. GENTIEN Thése de 3& Cycle, U.B.0.) ne constitue i lui seul
que 4, 4 Z(+1,8 7) et 6,4 %2 (+ 2,3 7) de la totallte des hydro-

carbures a11phat1ques pour les lots ACE II et IV respectivement.
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Figure 5 : Evolution des teneurs en hydrocarbures aliphatiques et aromatiques
et du pourcentage en composéds aromatiques des deux lots d'huitres en zone

salubre 3 Roscanvel ACE II (A) et au Relecq-Xerhuon ACE IV (B).
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Pour les deux lots témoins, le n~heptacosane représente 13 7 du
total des hydrocarbures saturés et le n-nonacosane 4,4 Z. Ces '
deux valeurs trés proches des lots ACE II et IV indiquent claire-
ment que les huitres transférées retrouvent effectivement leur
composition initiale en hydrocarbures saturés bien qu'd un niveau

plus &levé. En conséquence, la fraction aliphatique ne peut cons-

‘tituer ‘un indice suffisamment significatif de 1'&tat de pollution

de 1'huitre.

Cependant, il faut noter, qu'd la différence des
lots ACP, les variations saisonnisdres du phytane et du pristane

sont peu prononcdes (figures 6A et 6B).

Quant 3 la fraction aromatique, dont l'origine bio-
génique est négligeable, le taux semble se stabiliser 3 un niveau
de 7,4 + 2,3 ppm 3 partir du 18 Mai pour le lot ACE II et du
ler Septembre pour le lot ACE IV. Cette fraction représente en
moyenne 51,4 7 (+ 11,1 7) de la teneur en hydrocarbures totaux.
Aussi peut-on penser que la persistance d'un taux non négligeable

" d'hydrocarbures aromatiques est le signe de maintien d'un niveau

" de pollution significatif. ' _ .

La composition de la fraction aromatique &volue de
facon notable durant toute la phase d'épuration. Ceci est illustréd
par les trois chromatogrammes de la figure 7 qui montrént notamment
la composition en hydrocarbures aromatiques du lot ACE IV.Ie 3
Juillet, soit environ 70 jours aprés le transfert (ACE IV 7), et
le ler Septembre (ACE IV 10).

Par comparaison avec le lot ACP IV (figure 4A), il
apparait que 1'épuration se faiﬁ plus lentement pour les polyaroma-
tiques soufrés tels qué les dibenzothiophéné et méthyl-diBenzothio—
phéne, alors que l1l'accumulation durant la phase dé pollution ne sém-

ble pas préférentielle 3 1'intérieur de cette famille de
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composés. Ceci apparait clairement sur la figure 7B oli les deux
pics importants du chromatogramme corrésPondént a cés produits,
ceci aprés trois mois d'épuration. Par contre, pour le lot ACE IV 7,
1'épuration ne semble pratiquement pas avoir démarré aprés un
séjour de deux mois et demi en zome salubre. Cépéndant, une modi-
fication de la combosition én hydrocarﬁure; aromatiques apparailt
nettement au niveau des deux pics importants du début du chroma-
togramme de la figuré 7A, qui réprésentent les diBénzothiophéne

et méthyl*dibenzothiophéne. Cette différénce dans la cinétique
d'élimination 3 1'intérieur de 1la famille dés polyaromatiques sou-
frés entre dérivés monoalkylés et polyalkylés trouve son origine‘

dans un mécanisme actuellement inconnu.
Aprés une &puration d'environ cinq mois, subsiste

un ensemble de composés polyaromatiques non caractérisés actuelle-

ment (figure 7C).

D - ADAPTATION D'HUITRES SAINES EN MIbIEbU{ POLLUES (ACA)

Aprés transfert d'huitres plates sainés, provenant
dé BINIC, & 1"ABER-WRACH (lot ACA II), l'augméntation dés hydro-
carEures totaux (taﬁléau IV) confirmé 1é rﬁlé d'éspécé Eio-accu-
mulatrice de 1'huitre ét son intérét cqmmé indicatéur de pollugion.

On observe en 15 jours une accumulation rapide des hydrocarbures

totaux (11 3 93,5 ppm) due 3 une augmentation simultanée des teneurs
en aliphatiques et en aromatiqués suivié d'une diminution lente

et irrégulidre jusqu'i un platéau de 23 ppm en Novemﬁré et Décembre,
ce qui est bien plus élevé qué les téneurs trouvées dans les blancs
(4 3 10 ppm, taEleau I). Uné rémontéé spectaculairé dé la teneaur en
hydrocarBures totaux est i reléver au mois d'Octobre. Ceci corres-
pond au méme phénoméne oBsérvé lors de 1'opération pollution ACP
(voir tableau ITI). L'origine de ce phZnoméne est sans doute 3

rechercher dans les conditions spécifiques du site consistant en
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PRELEVEMENT : . DATE : HYDROCARBURES: HYDROCARBURES : HYDROCARBURES : A : INDICE DE

: : ALIPHATIQUES : AROMATIQUES TOTAUX  : D'AROMATIQUES : PREFERENCE
IT 1 ¢ 23 Mai . 4h 6,9 : 11,3 : 61 : 0,96
I1 5 . 7 Juin 53,2+ 40,3 93,5 43 1,19
II 6 ¢ 21 Juin : 7,9+ 25 : 32,9 : 76 : 1,17
II 7 ¢ 6 Juillet : 8,5 : 27 : 35,5 s 76 : 1,26
II 9 . 22 AoGit : 35,5+ 26,9 62,3 43 1,37
11 10 : 18 Septembre : 5,1 & 26,5 . 31,6 : 84 : 1,45
IT 11 . 18 Octobre 5,5 1 76,2 81,7 D o3 1,29
IT 12 : 13 Novembre 5.2 1 17,9 23,1 ¢ 77 X 1,26
II 13 . 14 pécembre 5,5 17,6 : 23,1 : 76 oL 1,24

N N o N N N N N N N N N S ot St o NS N N N

introduites en zone polluée (ABER-WRACH)

"TABLEAU IV : Teneurs en ppm/poids sec d'hydrocarbures d'huitres plates, saines,
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une remise en suspension d'hydrocarbures par un moyen quelconque.

La courbe représentativé dés hydrocarﬁures ali-~
phatiques (figure 8) montre une &volution en dents de scie, avec
une accumulation massive entré le 23 Mai et le 7 Juin (4 & 53 ppm),
suivie d'une épuration, marquée cépéndant par un accident au mois
d'Aoit et une stabilisation 3 5 ppm. L'évolution de la composition
de la fraction aliphatique est illustrée par les chromatogrammes

de la figure 9. On peut remarquer trois phénoménes :

- les rapports C17/pristane et C18/phytane &voluent
tous deux dans le méme sens. Ainsi, le rapbort C17/pristane évolue
de 0,8 (lot ACA II 1) i 0,32 (lot ACA II 7) et 0,30 (lot ACA II 12)
alors que, dans le mémg temps, le rapport C18/phytane évolue pour

les mémes lots d'huitres de 0,39 3 0,17 et O,1.

- les n-alcanes lourds tendent 3 devenir majoritaires,
notamment au niveau des C27, C28 et C29,.

- la persistance d'une enveloppe chromatographique
qui ne semble pas €tre en relation directe avec la teneur en hydro-

carBures aliphatiques (voir tabléau v).

L'indice de préférence (tableau IV) évolue vers des
valeurs supérieures 3 1'unité, confirmant 1'importance des n-alcanes
biogéniques et sans doute 1l'absence ou plutdt la diminution des

n-alcanes d'origine pétrolidre.

L'évolution des taux des deux alcanes ramifiés -
pristane et phytane - et dé deux n-aleanes 3 nombre de carbone
impair - C25 et C27 -~ est illustrée sur la figure 10. L'évolution
des deux 2lcanes ramifiés est pratiquement paralléle. Apréé une
phase d'accumulation, suit une phase d'élimination perturbée sans

doute par les hydrocarbures produits par 1'huitre elle-méme.
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L'évolution des ﬁentécosane ét heptacosane présente
une double phase'd'accumulation et d'élimination céci est dd
d une remontée spectaculaire de la fraction aliphatique gloBale
en Aolit. Cependant, le heptacosane reste dans tous les cas majo-
ritaire ; il représente env1ron 12 7 de la fraction aliphatique
alors que le nonacosane représente 4,1 7° (+ 1, 6 7) de la méne

fraction.

L'évolution des teneurs en hydrocarbures aromatiques
montre une phase d'accumulation au cours des prémiers jours, de
6,9 3 40 ppm. Cette phase est suivie d'une diminution tré&s lente de
25 3 18 ppm. Il faut toutéfois noter une rémontée spectaculaire
de la teneur en aromatiqués én Octoﬁré, confirmant les résultats des
lots ACP II et IV. Le pourcentage d'aromathueo par rapport aux
hydrocarbures totaux semble augmenter légérement durant toute la

perlode et se stablllser 3 environ 76 7 en Novembre-Decembre, ce

qui est également observe pour les lots ACP II et IV (taBleau I1).

’ La teneur résiduelle en hydrocarbures aromatiques
se situe en Décembre 3 18 ppm, soit 3 un niveau significativement
différent des teneurs des huitres témoins. Cette observation indique

clairement que la teneur en hydrocarbures aromatiques est un indi-

" ‘cateur de '1'état de pollution bien plus significatif que 1a teneur

" ‘en hydrocarbures saturés.

L'evolutlon de la composition de la fraction arcma-
thue est illustrée par les chromatogrammes de la figure 11. Trois
semalnes aprés le transfert, cette fraction aromatique est essen-
t1e11ement constituée d'hydrocarbures polyaromatiques soufrés dé-
rivant du dlbenzothlophene. Parmi ceux-ci, on retrouve particulié-
rement les dérivés di et tri-méthylés. Cette observation est en
accord avec les résultats dés lots ACP (voir figure 4). De plus,

aprés un séjour‘de 26 semaines sur le site de 1'ABERfWRACH, une
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rétention préférentielle de ces'mémés dérivés est oBservée (figure 11B).
Le lot d'huitres ACA IT 12 contiént éssentiéllémént trois composés
polyaromatiques soufrés : diméthyléd (pic 64), triméthylés (pics 67
et 70) ; ils représentént 3 eux seuls 30 % du total de la fraction

d'hydrocarbures aromatiques.
De plus, il apparait sur cette figure 11 que 1l'im-

portance de 1'enveloppe chromatographique n'est pas en relation

directe avec le taux de composés aromatiques.

IIT ~ DISCUSSION

A - METHODOLOGIE

. La méthodolbgie utilisée, $asée sur la C.P.G.
Haute Performance, pérmet a la fois dé mésurer la quantité
globale d'hydrocarBurés ét la composition du mélange. Elle per-
met en conséquence dé vérifier si seuls des hydrocarbures sont

pris en compte dans le résultat global.

Les hydrocarbures quantifi&s sont soit aliphatiques,
soit aromatiques, dans la gamme des poids moléculaires et volati-

1lités situés entre le décane et le pentatriacontane. 11 faut men-

tionner aussi que les métabolites ou produits de dégradation bio-—

" ‘logique - (essentiellement oxygénés) ne sont pas‘quantifiés. Ln effet,
ils sont éliminés lors de l'étape de délipidation. A l'heure actuelle,
les données concernant 1'analyse et la signification &éventuelle de

tels composés sont trés fragmentaires.
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Par ailleurs, i1 est” évident que la méthodologie

' ne permet pas la distinction entre les hydrocarbures‘Biogéniques
et les hydrocarbures d'origine fossile. Seule, une éventuelle
ra&io—datatiop d 1'aide du 14C permettrait de résoudre ce pro-
bléme. Quoi qu'il en soit, certains hydrocarbures sont des
constituants effectifs de la cellule et doivént étre considérés
comme tels et non comme des sous-produits, soit du ﬁétabolisme,
soit de 1a pollution. Ces hydrocarbures biogéniques dans 1'huitre
peuvent &étre estimés sur des animaux non pollués. Ils se situent
aux environs de 5 i 10 ppm dont 1 3 3 ppm d'hydrocarbures aroma-

tiques. La présence de composé&s aromatiques, surtout lourds, doit

etre considérée comme un indice de pollution et non la teneur en

hydrocarbures totaux.

"En plus d'un taux non négligeable d'aromatiques, la

" présence d'une pollution pétroliére peut étre certifiée par les

paramétres suivants :

, - 1'existence d'une large gamme d' hydrorarbures
entre C15 et C35 ; les hydrocarbures biogéniques sont essentlellement

situés entre C25 et C31.

- 1'existence d'une série homologue d' hydrocarbures

aliphatiques ; ceci se traduit par un indice de préférence voisin de I.

-~ par ailleurs, dé nomoreux auteurs signalent que la
présence d'une "enveloppe" chromatog;aphique ("unrésolved complex
mixture') constituo un indicateur de pollution pétroliére. Cette
enveloppe serait due 3 la complexité du mélange qui ne peut étro
résolue par chromatographie en phase gazéuse : il s ag1ra1t de cyclo-
alcanes et d' 1soparaff1nes. Toutefois, la persistance de ce phéno-
méne avec un dispositif chromatographique hautement performant aussi
bien dans les fractions aliphatiques et aromatiqués nous améne 3
discuter de la signification de cette "enveloppe". Plusieurs obser-—

vations doivent étre relevées.
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—- cette enveloppt n'existe pas dans le pétrole
~ déversé malgré la complexité du mélange, riche en iso et cyclo-

paraffines (voir figure 3A).

- de plus, cette "enveloppe est parfaltement
detectable lors d'analyse d'extraits d'huitres placees en milieu
non pollué mais uniquement dans la fraction aromatique. Son im—
portance n'est pas en xélation avec le taux d'aromatiques (fi-
gure 12). Elle est aBsente dans la fraction aliphatiqué dés ex—
traits correspondants.

- il est 3 notér que cette "énveloppé" chromato-
graphique n'apparalt pas chéz cértains animaux marins pollués
par des effluents pétroliérs. Céci est le cas chéz certains pois-

sons (I.S.T.P.M. , communication personmnelle).

- par a111eurs, cette enveloppe apparalt également
lors de la chromatographie liquide haute performance (C.L. - H.P.) -
detect;on.UV 254 nm sur des supports dits 3 polarité de phase in- '
vérsée (type octadécylsilané ou ODS) (figure 13). Une telie "enve-
loppe" a été égalemént mentionnéé dans des conditions analytiques
voisines (S.N. CHESLER et Al, Anal. Chem., 1978, 50, 805-810).

Par contre, une telle ' enveloppe n 'apparait pas sur une phase
greffee, type am1n0511ane qui retlent tous les composes polaires

ou moyennement polaires (3 1'1nverse d'une phase type ODS).

L'extrait purifié sur la phasé greffée aminosilane
a été analysé ensuite par C.P.G. . La'persistance de 1'enveloppe
chromatographique en C.P.G. laissé supposer qu'élle n'est pas cons-~
titude de composés polairés ou moyénnement polairés, qui seraient

fortement retenus sur Lichrosorb—NHZ.
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Récemment, les lhboratoirés dé 1'organisme américain,
FOOD and DRUG ADMINISTRATION, ont proposé uné méthode de dosage
des hydrocarﬁures aromatiqués polynucléairés par C.L.-H.P. sur
supports 3 polarité de phasé invérséé (J.P. HANUS ét Al., 1979,J.A.0.A.C.,
62, 29-35). Mais le point important dé leurs résultats est que,
pour éliminer les substances intérféréntés responsaﬁles de.1l'cnve-
loppe chromatographique, il est nécéssairé de réaliser une puri-
fication préalaﬁle sur Styragel.’Il sémble, en conséquence, que
cette "enveloppe" ne peut &tre considérée comme représentative

d'hydrocarbures complexes.

. Par ailleurs, des essais de‘quantification des
hydrocarbures sur extraits simplement délipidés sur Florisil
ont montré que cette "enveloppe" est tré&s importante et que les
chromatogrammes sont souillés dé toute une sé&rie de pics inter-
férents (figure 14). Ce résultat laisse penser que cette enve-
loppe "peut représenter des lipides Biogéniques, de polarité voi-~
sine de celle des hydrocarﬁures".

Enfin, une derniére observation doit &tre relevée.

L'importance de cette enveloppe ne peut pas étré corrélée signi-
ficativement avec le taux d'hydrocarﬂures totaux (voir partie

Résultats).

Aussi, en 1'état actuel de nos connaissances, il

ne semBle pas possible-‘de quantifier cette "enveloppe'" 1lors du

“'dosage des hydrocarbures. En effet, sa nature exacte et sa signi-
fication biologiques ne sont pas connues. De'plus, certains auteurs
ont mentionné que les extraits Biologiques d'huitres préparés lors
du dosagé d'hydrocarbures polyaromatiques contiennent sans doute

des glycérolipides, des cires et des acides gras qui constituent

un "bruit de fond" (H. BRAVO et Al., Bull. Environ. Contam. Toxicol.,
1978, 171-176).
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Quoi qu'il en soit, -il nous semble important de

réaliser des études complémentaires sur la nature exacte et la

signification biologique d'une telle enveloppe chromatographique.

Par la technique d'étalonnage utilisée, la quan~-
tification est indépendante de la nature du pétrole et de son
évolution spatio-temporelle, 3 la différence des méthodes globales
"relativés nécessitant un étalonnégé. De plus, 1'Ztalonnage interne
permet de corriger les résultats bruts d'un facteur correctif re-
présentant le taux de récupération dés hydrocarﬁures'é travers les
étapes de purification. En effet, il a &té mentionné des pertes
importantes d'hydrocarﬁures, surtout aromatiques, lors d'évaporation
de solvant mal contrdlée ou encore lors de chromatographie liquide
par rétention sur les lipides. Les produits radioactifs permettent
de contrdler les taux de récupération. Il s'est avéré satisfaisant
et reproductible :

- de 88,51 Z (+ 6,75 %) pour le pentacosane
- de 87,1 7 '(+ 13,3 7) pour le Senz (a) anthracéne.

De par ses crit2res de spécificité, de sensibilité
et de précision, la C.P.G.-H.P. est appélée sans doute 3 constituer
la mdthode de référence, surtout si elle est couplée 3 la spectro-
métrie de masse. Toutefois, il semble nécessaire de disposer de

" ‘méthodes de routine conseillées. Aussi, est~il temps qu'uné inter—

calibration et une corrélation de résultats entre laboratoires

deviennent une réalité.

B - RESULTATS

Une remarque générale concerne tous les résultats

présentés plus haut. En effet, cette &tude a &té menée sur le terrain,
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c'est-a-dire sur des sites ol lés arrivées dé produits pétroliers
sont aléatoires.-Ceci est, Bien entendu, vrai podr les sites de
1'ABER-WRACH et de 1'ABER-BENOIT qui sont soumis & des variations
de pollution sans doute trés irréguliéres, soit par arrivée de
nappes isolées, soit par remise en suspension de pétrole piégé
dans les sédiments. De méme, les sités_dits salubres péuvent
~etre soumis i des pollutions chroniques trés limitées ; c'est

le cas de la Rade de BREST. A la lumidre de cette remarque, il
est évident que les phases d'accumulation ou d'épuration des
hydrocarbures pétroliers par 1'huitre peuvent ne pas &@tre aussi
réguliéres que lors d'expériences simulées sur site ou au Labora-

toire (voir en annexe : revue générale).

De plus, les observations r;pportées dans ce travail
vont du mois de Mai au mois de Décemﬁre. Ceci veut dire qu'd cette
cinétique 3 long terme viennent se superposer des variations sai-
sonniéres du métabolisme de l'huitre. Ainﬂi, il a été noté que
1' accumulatlon et la retentlon des hydrocarbures petrollers forte~
ment lipophiles sont en relatlon avec le stock lipidique du mollusque

(vo1r en anmnexe). Or, actuellement les variations saisonniéres

des teneurs en lipides et en hzgrocarbures des huitres implantées

en Bretagne Occidentale (Ostrea edulis et Crassostrea gigas) ne

‘'sont pas coninues. .

1°) Teneur en hydrocarbures d'huitres non exposées

3 la pollution

Les teneurs en hydrocarbures totaux d'huitres
provenant de zones salubres se situent entre 4,7 et 10,2 ppu.
Ramenees par rapport au poids de chalr humide (par convention, on
admet un rapport de 1 3 5), ces teneurs sont de 1 3 2 ppm. Ces

valeurs sont en parfait accord avec celles rapportées par d'autres
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auteurs. Toutefois, 1es concentrations mesurées varient parfois
de fagon importante selon la technlque de dosage utiliséeipour
les mémes huitres (lots ACE V 1 et VI 1) , les teneurs en hydro-
carbures totaux mesurées par spectrofluorometrle sont de 8 3

10 ppm (poids humidej. Par ailleurs, des taux en hydrocarbures

de 50 & 60 ppm (poids humide) sont considérés couramment par

1'T.S.T.P.M. comme normales et acceptables.

Cependant, du falt que les hydrocarbures allphathues
d01vent étre considé@rés comme des produ1ts du métabolisme (J.W. FARRINGTON,
in "Environmental chemistry) 1975, P 124) et doivent en consequence
presenter des varlatlons salsonnleres et 1nter~1nd1v1due11es non

negllgeables, il nous semble preferable d'exprimer 1'état de pollu-

"‘tion par les teneurs en hydrocarbures aromatiques, dont l'origine

biogénique peut &tre considérée comme négligeable.

Les teneurs en hydrocarBures aromatiques des hultres
témoins sont de 0,6 et 3 ppm (poids sec), soit 0,1 et 0,6 ppm
(poids humide). On peut done penser»que, comme pour les moules
(voir en annexe), les huitres saines contiennent des taux d'hydro-
carbures aromatiques inférieurs i1-2 ppm (poids sec). En particulier,
les dérivés alkylés, trés nomBreux dans les résidus pétroliers, sont
pratiquement absents dans les organismes marins (J.W. FARRINGTON,
P.A. MEYER, in "Environmental chemistry", 1975, p 116). Ils ne peu-
vent donc €tre considérés comme des métabolites naturels des orga-

nismes marins. La présence d'hydrocarburés aromatiques, essentiellement

""alkylés dans les mollusques marins constitue en conséquence un bon

“‘indicateur de 1'&tat de pollution du milieu!

2°) Huitres maintenues "in situ"

Les huitres presentes lors de 1'échouage de 1'AMOCO CADIZ
dans les ABERS contiennent, neuf mois aprés, des quantités impor-

tantes d'hydrocarbures. Une légére dicontamination peut &tre observée
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mais elle a la caractéristique d'étre trés irréguliére. Cette
irrégularitd trouve sans doute son origine dans le relargage des
hydrocarbures piégés dans les sédiments vaseux de ces zones
ostréicoles. '

Dés les premiers jours de la pollution, les
huftres ont zccumulé le pétrole tel qu'il arrivait sur 1es sites,

"'L'accumulation ne présente pas de s8lectivité. Par contre, par

la sulte, l'epuratlon 'in situ" consiste principalement en une
modification du degré'"d'aromaticité" de la fraction hydrocarbonée

contenue dans 1'hultre.

Les teneurs en hydrocarﬁures aliphatiques sont, dés
le mois de Juin, de 1'ordre de 8 - 14 ppm. Mais il faut tout de
meme attendre les mois d'Octobre-Novembre pour obtenlr un indice
de preference superleur a 1'un1te. A cette &poque, on peut penser
que les hydrocarbures a11phat1ques blogenlques 1'emportent sur
‘ceux d'origine fossile. De plus, la composition se déplace vers
les hydrocarﬁures lourds, heptacosane, et nonacosane essentielle-
ment. Comme les n-alcanes eont des composés facilement dégradables
par les micro-organismes, leur diminution dans les hultres maintenues
en zones polluées indique donc également une diminution dans 1'en-

211

vironnement marin. Il en résulte une "aromzticit&" plus grande des

effluents pétroliers résiduels.

. Dés le mois de Juin, 803 90 7 des hydrocarﬁures des
huitres des ABERS sont constituds par des hydrocarbures aromatiques.
L'épuration spontanée dans le milieu pollué consiste en une trés
légére diminution de ce pourcentage a 75 %. Alors que, pour les
hu1tres transferees en zones non polluées, les aromat1ques ne repre—
sentent que 51 7 des hydrocarbures totaux 3 la méme époque ; le
maintien d'un pourcentage élevé d'aromatiques dans les zones polluées

ne peut s'expliquer que par le relargage de tels composés 3 partir

v iy eye e e - en e LS e g e 0 e ey~ e s WL 90 e
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des vasiéres. De plus, les composés polyaromatiques surtout alkylés
présentent un plus grand degré d'hydrosoluﬁilité qué lés n-paraf-
fines et peuvent donc plus facilement &€tre accumulés par 1'huitre.
Toutefois, le maintien d'un degré "d'aromaticité&" élévé peut
également €tre di en partie 3 une rétention pr?férentielle des
aromatiques par l'huitre ou (et) éventuéllement 3 uné Biodégra-
dation sélective des n—paraffines. Quoi qu'il en soit, les résidus

" ‘pétroliers accumulés par 1'Lultre présentent une toxicité poten—

“‘tielle plus élevée que le pétrole déversé lui-méme.

Les aromatiques résiduels sont essentiellement
constitués par des polyaromatiques soufrés : dibenzothiophéne etl
dérivés mono, di et tri-méthylés. Une telle sélectivité de réten-
tion n'est pas oBservéé pour les dérivés du naphtaléne pourtant
en grande quantité dans les deux pétroles "AraBian light" et "Iranian
lightﬁ conténus dans 1'AMOCO CADIZ. Certains auteurs ont rapporté
des résultats différents (voir en annexe). Notamment, il a été men-
tionné que, parmi les hydroca:ﬁures‘aromatiqués accumulés pré-
férentiellement, les teneurs les plus importantes sont observées
pour le naphtaldne et les alkyl-naphtal&nes. Toutefois, ces résul-
tats sont rapportés lors d'expérimentations en Laboratoire, oii le
phénoméne d'altération du pétrole par les zgents atmosphériques '
("weathering"”) n'intervient pas. Or, de nombreuses oEservations
(F. BERTHOU, résultats ron publi&s ; J.A. CALDER et Al. in "The
AMOCO CADIZ oil spill ; a preliminary report") ont montré que
la fraction aromatique du pétrole de 1'AMCCO CADIZ évoluait trés
rapidement par élimination dés naphtalé&ne et alkyl-naphtalénes
et pérsistance de polyaromatiques du type phénanthréne, dibenzo-
thiophéne et dérivés. En consZquence, les résidus pétroliers arri-
vant sur le site des ABERS étaient sans doute particuliérement
riches en polyaromatiques soufrds qui ont été ainsi accumulés par

les hufitres.
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"'L'évolution chimique de la composition des hydro-

carbures des hultres maintenues "in situ'" est donc due en trés

grande partie 3 des facteurs extérnes 3 1'hultre elle-méme : hydro-

solubilité, altération par les agents atmosphériques, photo-

oxydation et biodégradation.

Le degré d'aromaticité élevé laisse penser que

"1edeSage'des'hydrocarbures'aromatiques, essentiellement alkylés,

est bien plus significatif du niveau de pollution que celui des

hydrocarbures totaux ou aliphatiques.

3°) Epuration en zones salubres

L'épuration, mesurée par les teneurs en hydrocarbures
totaux, est effective et rapide apré&s le transfert des huitres
polluées en zones salubres. Cependant, cette &puration n'est pas
totale car les teneurs restent, aprés dix mois d'épuration, nette-
ment supérieures i celles d'hultres saines. Les taux résiduels

représentent 15 7 des hydrocarbures accumulés sur les sites pollués.

La fraction aliphatiqua retrouve trés rapidement
des taux situés entre 5 et 10 ppm. Elle est constituéé essentielle~
ment par des n-alcanes lourds. L'indicé de préférencé qui &volue
vers des valeurs supérieures & 1l'unité indique qu'aux hydrocarbures
d'origine fossile viennent se superposer ou s'ajoutér, en quantité

non négligeable, ceux d'origine biocgénique.

Aprés huit mois d'épuration, les taux d'hydrocarbures
aromatiques restent 3 un niveau &leve entré 6 et 10 ppm, alors que
les huitres témoins ont des taux inférieurs 3 ! - 2 ppm. La persis-
tance de composés aromatiques 3 un pourcentage égal 3 51 7 des

hydrocarbures totaux montre que 1'épuration est difficilement totale.
)%




- 80 -

' La vitesse d epuratlon apparalt etre fonction du
temps de seJour de 1' hu;tre dans les zones polluees prealablement
i 1'opération de transfert. Cette dlfference dans les cinétiques
d'élimination est due en trés grande partié a la fraction aroma-
thue. Ainsi, on peut estimer, en premlere approx1matlon, que le
temps de demi-vie des hydrocarbuLes aromathues est, pour le lot

ACE 1I, de moins 'd"un mois alors que, pour le lot ACE IV, qui a

séjourné vingt jcurs de plus dans les ABERS, ce temps de demi-vie
est d'environ quatre mois. De nombreux auteurs ont rapporté,- pour
les bivalves - moules et huitres = des temps de démi-vie bien

plus courts, de l'ordre de 1 & 5 jours (voir en annexe). Ces temps
sont légérement plus importants - 7 jours - pour des temps d'accu-
mulation de 4 jours (R.F. LEE, in "Fate and effects of petroleum
hydrocarﬁons in marine organisms'", Pergamon Press, 1977, p 64).

I1 faut noter que ces résultats ont éﬁé acquis lors d'expérimen-—
tations simulées ou en Laborat01re, c'est-3-dire dans des conditions

trés différentes de celles rencontrées dans les ABERS.

L' or1g1ne de cette modlflcatlon du temps de demi-vie
lors de la phase d'epuratlon ne peut &tre qu 1nterne i 1'huitre,
1es facteurs externes étant 1den*1ques pour les deux lots étudiés.
En 1'8tat actuel de nos connaissances, ecsentiellement des modifi-
cations métaBoliques et physiologiques semblent étré d 1'origine
de ce phénoméne. Ainsi, lors d'un sé&jour prolongé en zone polluée,
on péut penser que les hydrocarﬁurés sont transférés dans des tissus
constituant des stocks lipidiques, donc 3 renouvellement lent. De
plus, il est possiﬁle que les huitrés voient, dans de telles situa-
tions, leur capacité de filtration diminuer et donc la vitesse
d'épuration baisser sensiﬁlemént.

En outre, 1'épuration 3 1'intérieur de la famille des

polyaromatiques soufrés, accumulés lors du séjour en zone polluée,
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est une épﬁration différentielle. Ainsi, lés dérivés polyalkylés
du dibenzothiophéne sont éliminés plus rapidémént qué le dibenzo-
thiophdne lui-méme ou son dérivé monométhylé. Le mécanismé de
cette épuration dlfferentlelle peut trouver son or1g1ne soit dans
le degré d'hydrosolublllte dlfferent selon le nombre de substl-
tutions sur les noyaux aromatiques, soit dans 1e metabollsme de

1'huitre elle-méme.

Or, il sembln que les huitres et les moules, 3 la
dlfference d'autres organxsmes marins, ne possé&dent pas d'enzymes
de détoxification, du type monoxygénases Cytochrome P-450 ou
enzyme de conjugaison (D.C. MALINS, Ann. N. Y. Acad. Sc1., 1977, 298 482).
I1 én résulté donc que la réténtion sélective d' hydrocarbures par

1 hultre ~dépend en premlere approximation du coefficient de partage

de ces hydrocarbures entre 1'eau environnante et les lipides des

tissus ol ils sont accumulés.

4°) Adaptation en zones polluées

L'1mp1antatlon d hultres salnes dans les zones des
ABERS (experlence Adaptation) est caracterlsee par une accumulatlon
raplde et importante d' hydrocarbures. L'huitre constitue donc un
indicateur de la pollﬁtion du miliéu (colonne d'eau, sédiments).
Cette accumulatlon n'est pas préférentielle ; l'hultre accumule

les hydrocarbures alors présents dans le mllleu.

Aprés une phase d' a;ﬂumulatlon, 1la fraction alipha-
thue retrouve rapidement des taux 4' env;ron 5 ppm, c'est-d-dire
voisins de ceux des hultres tem01no. Les n-alcanes lourds sont
maJorltalres et peuvent representer jusqu'a 13 7 de cette fraction
pour l'heptacosane et 4 7 pour le nonacosane. Les n-paraffines

contenues dans les huitres aprés dix mois de séjour dans les ABERS
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sont donc essentiellement biogéniques. Ce résultat est en parfait

accord avec ceux de l'expérience Pollution.

L'évolution des teneurs en hydrocarﬁures aromatiques
montre une phase d'accumulation importante au cours dés prémiers
jours. Cette phase ést suivié d'nne épuration trés lenté et d'une
stabilisation des taux 2 énvircn 18 ppm, dénotant le maintien
d'un nivéau important dé pollution des ABERS. Les temps de demi-
vie ne peuvent &trz estimés car un équiliBre dynamique d'entrée-
sortie s'établit de touté évidencé éntre 1'huitre et son milieu
environnant.

L'aromaticité de la fraction hydrocarﬁonée augmente
durant toute 1l'opération pour se staﬂilisér d un pourcentége de
76 %. La rétention des hydrocarﬁures aromatiques consiste essentiel~-
lement en une accumulation dé dérivés di et tri-méthylés du dibenzo-
thiophéne. Ces observations confirment les résultats de l'expérience

Pollution.



C;ONCLUSION - IMPLICATIONS SANITAIRES

11 ést,évident que les huitres polluées par les
hydrocarﬁures pétroliers doivént étré considéréés comme impro-
pres 3 la consommation humaine. Cepéndant, il est trés difficile
d'étaBlir actuellement un seuil des teneurs en hydrocarﬁurés
au-déla duquel les huitres doivént étre considérées comme in-
saluﬁres. Toutefois, les résultats de cé travail montrent que
lé taux d'hydrocarburés aromatiques, esséntiellement alkylés,
doit €tre considéré conme le seul significatif du niveau de
pollution. En effet, les hydrocarbures allphathues d01vent étre
con51deres comme des prodults du métabolisme normal de 1'huitre
“et sont donc d'origine blogenlque De plus, leur toxicité est
negllgeable. Par contre, les hydrocarbures aromatiques alkyles
ne sont pas d'origine blogenlque, du moins dans 1l'huitre. Or,

il est b1en connu auJourd hui que 1es hydrocarbures polyaroma-
tiques, du moins pour certains d'entre eux, présentent des po-
tentialités toxiques, notamment des effets mutagénes et (ou)
cancérogénes. En conséquence, la présence de polluants poly-
aromatiques dans les sources d'alimentation doit conduire 3 la

plus grande prudence.
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Dans le cadre de cette etude, il faut noter que
le petrole déversé ne contenait pas de polyaromathues lourds
tels les benzopyrene ou méthylcholanthréne. Par ailleurs,
1'accumulation de polyaromatiques soufrés dans l'huitré né
présente sans douté pas dé grand dangér car cés cOmposés ne
présentent pas d'effet mutagéne, du moins 1nd1v1due11ement
(0. CHAUDE, IL.; Communication personnelle) Cependant, un tel
effet peut éventuellement apparaitre par le mélange de d{fferents

produits inoffensifs pris un 3 un.

Par ailleurs, il est généralement admis que
1'huitre ne posséde pas d'enzymes type mcnéxygénasé i Cytochrome
P-450. Or, de tels enzymes sont nécessaires i l'activgtion des
polyaromatiques en dérivés du type diol-époxyde qui, eux, cons-

tituent les produits effectivement cancérogénes.

Quoi qu'il en soit, la présence d'hydrocarbures
polyaromatiques 3 potentialité &ventuellement mutagéne ou cancé-
rogéne dans les huitres polluées nous conduit Z préconiser la

mise au point de tests d'évaluation du caractére mutagéne.

e
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77 -+ EXAMENS HISTOPATHOLOGIQUES

A - TECHNIQUES

Elles ont cherché 3 appréciér, éssentiellement de
facon dynamique, 1'é&volution dé l'aspéct général dé 1'huitrg,
des altérations microscopiqués i 1'échelon tissulaire et cellu-
laire, et les répercussions sur, d'une part la fonction gonadique,
d'autre part les autres &léments pathologiqﬁes éventuellement '

présents. '

1°) L'étude de 1'indice de condition a &té réalisée,
sur 10 huitres de chaque lot, en appliquant la formule de WALNE :
" poids sec x 1000
volume inter-valvaire

ol :

- le poids sec est déterminé aprés séchage du corps
du mollusque 24 H (huitres plates) et 48 H (huitres
creuses) 3 60°.

-~ le volume intervalvaire est étaﬁli, en utilisant
un appareil faEriqué au LaBoratoire, par 1'étude
des déplacéments liquidiens correspondant d'une
part au corps total de 1'huitre, d'autre part a

celui des valves icolédes.

2°) L'examen histologique est réalisé sur 10 huitres

aprés fixation immddiate au Formol neutralisé i Ph 7, puis inclusion
en Paraffine et coloration & l'Hématoxyline-Eosine-Safran ; sur
certaines huitres, une coloration 3 1'Acide Périodique Schiff a

été en outre effectuée pour mieux apprécier les stocks glycogéniques.



Crassostrea gigas :

Huitre Polluée

Protocole ACP V. Mai 1978

Ostrea edulis :

Altérations gonadiques

Protocole ACP I. Septembre
1978

Coloration H.E.S. x 100

Ostrea edulis !

Détail des lésions gonadiques

Protocole ACP I. Aot 1978

Coloration H.E.S. x



pm————— e —

Ostrea edulis :

Nécrose digestive débutante
Protocole ACP I. Mai 1978

Coloration H.E.S. x 400

Ostrea edulis :

Détail des altérations
digestives

Protocole ACP I. Mai 1978

Coloration H.E.S. ¥ 1000

Ostrea edulis :

Nécrose digestive avancée
Protocole ACP I, Mai 1978

Coloration H.E.S. x 400
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sur les altérations des tlssus de 1° hultre 3 si la reconnaissance
de ces altérations 1e31onne11es, dans 1'ensemb1e peu spec1f1ques,
est facile & 1'échelon d'une structure tlssulalre ou d'une cellule,
il nous a paru indigpensaﬁle dé ténter de quantifier les obser-
vations pour pouvoir les comparer : pour cela, lors de chaque lec-
ture de lame, avec contrdle en douﬁie avéugle, chacun des secteurs
tissulaires retenu (tuBe digestif, tissu interstitiel, branchies

et gonades) a é2té affectd d'un certain nomﬁre de points en fonction

de 1'intensité des lésions : 0, + ou =, + ou ++ —=3 0, 1, 2, 3
b4

Il a &té ainsi possible d'stablir, en additionnant
les résultats pour l'ensemble de chaque lot :
~ un "indice de nécrose" distinct pour chaque tissu,

—~ un indice global pour 1l'ensemble des lésions observées.

Cette methode obllgatOlrement assez subjective dans
son pr1nc1pe, nous a cependant fourni des comparaisons cohérentes
entre, d'une part 1es différents lots pathologiques, d'autre part
avec des lots tem01ns (serles de lots provenant de 1'ABER-BENOIT
et examinés mensuellement en 1977 au cours d'une autre &tude ex--

périmentale).

‘2~ L'indice gonadique est &tabli en mesurant, au

micromdtre oculaire sur deux diamétres perpendiculaires, 1'impor-
tance du développement de la gonade autour de la glande digestive

coupée transversalement.

3~ Enfin, 1a recherche systématique des parasites

“‘de ‘1a glande digestive de 1'huitre plate (Marteilia refringens)

et des 18sions tumorales d'hyperplasie hémocytaire a &té effectuée

pour tcutes les huitres examinées.
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B ~ RESULTATS

1°) Macroscopiquement

Chez de nombreuses huitres provenant de la région
des ABERS et examinées peu aprés la marée noire, les valves des
mollusques, ainsi que leur corps, apparaissent englués par le
mazout, celui-ci &tant cependant assez facilement &liminé par
un lavage superficiel ; le corps des mollusques apparait alors

sensiblement normal.

Sur les prélévements effectués ultérieurement, on
a observé dans certains cas un amaigrissement gloB&l de 1'huitre,
mais pas d'aspect glaireux, et pas de zones de nécrose massive }
le plus souvent, le corps des mollusques apparait sensiblement

normal.

2°) Lésions de nécrose histologique

"1 < Lésions @lémentaires

Nos examens ayant débuté assez tardivement aprés
1a pollution initiale, il est difficile d'avoir une appréciation

des altérations cellulaires initiales.

A partir de la sixiéme semaine, les modifications

peuvent €tre classées en :

la = altérations cellulaires dégénératives : elles

sont particulidrement marquées au niveau des cellules épithéliales

des diverticules digestifs, l'estomac et 1'intestin apparaissant

moins touchés : il s'agit de perte de la secrétion muqueuse (dis-
parition des granules éosinophiles), puis de vacuolisation, ou de

condensation cytoplasmique homogéne, s'associant souvent 3 une
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pycnose nucléaire. Ces lésions anutissent, au maximum, & une
nécrose de IiQUéfaction ou d'homogénéisation compléte, se tra-
duisant selon les cas par une desquamation cellulaire dans la
lumidre des'tuBes, ou par une véritaﬁle momification cytoplas-

mique avec perte nucléaire.

- des altérations, du méme ordre, mais moins in—
tenses, ont ét& constatdes sur les cellules &pithéliales du re-
vétement'ﬁranchial, aboutissant parfois a des zones limitées
d'érosion ; dans l'ensemﬁle cependant, les cellules de ce revéte-
ment sont assez peu touchées, avec, en particulier, au moment de

nos examens, une intégrité remarquable du systéme ciliaire.

~ enfin, au niveau des gonades, on assiste surtout
d -une atrophle des cellules, plus 1ente et plus progressive, avec,
par compara1son aux témoins, un aspect cubique ou endothéliforme
des cytoplasmes. Dans l'interprétation de ces faits, il convient
sans doute de tenir ‘compte d' une aff1n1te des hydrocarbures pour

les structures r1ches en 11p1des de la glande génitale.

Ib = inflammation

La reactlon 1nf1ammat01re est presque touJours pré-
' sente, falte essentlellement de cellules d'aspect macrophaglque
(amaebocytes), i cytoplasme ‘Spumeux volumineux, présentant parfois
une coloration A.P.S. partlellement positive du cytoplasme, et
mélées 3 de plus rarés cellulés réactionnelles hyalines. Enfin, et
surtout chez les hultres examinées p1us tardlvement (31x mois

apres 1'expos1t10n i la marée n01re), on cb°erve de nombreuses cel-
lules pigmentées ("brown cells") de grande ta111e, parfois tplas-

modiales,

Cette reactlon 1nterst1t1e11e est surtout dense autour
de la glande dlgestlve, ou en plus pet1ts i1ots dans 1'axe des bran-
chles ou autour des gonades. Elle n about1t jamais 3 une réaction

d'enkystement.
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1c - Dans 1'ensemble, ‘ces lésions sont done histolo-

giquement peu spécifiques, témoignant d'un processus de nécrose

toxique, et de réactions inflammatoires secondaires évoluant sur
le mode subaigu : seule la répartition topographique et &volutive

dans les différents tissus de 1'huitre apparait intéressante.

©"2'='Répartition tissulaire

Les indices de nécrose, calculés comme il a été

indiqué, sont résumés dans le tableau I.

( : HUITRES PLATES HUITRES CREUSES
( : :

( : ACP : ACE : ACA : Tém.: ACP : ACE )
( : : : : : )
( NOMBRE DE PRELEVEMENTS ¢ 19 : 17 : 37 : 6 : 30 : 12 )
(- : : : : : : )
( :  BRANCHIES ¢ 2,8 : 4,6 2 4,7 ¢ 0,2: 4 : 4,6)
( : : : g : : : )
( : TISSU t 5,5 7,7 : 7 'z 2,8: 4,9 : 5,7)
( : INTERSTITIEL : s : : : : )
( INDICE DE : : : : : :: : )
( NECROSE : GONADES : 4,3 : 6,6 ¢ 3,7 : 0,8: 3,7 : 4,3)
( .- : : : : : : )
( :TUBE DIGESTIF : 6,2: 9 ¢ 7,7 : 1,3: 7,3 :10,1)
( - : : : : : : §~—- )
« H : : : : : : )
( : TOTAL : 18,8 ¢ 27,9 ¢ 23,1 3 5,3: 19,9 : 24,7 )

" 'TABLEAU I : Indices de ndcrose moyens dans les différents tissus de
1'huitre.

I1 est permis d'en déduire :

2a = variations topographiques et ‘liées i 1'crigine des lots

a - les lésions dominent nettement dans le tube digestif, particu~
liérement dans les diverticules (indice de nécrose moyen : 6,9)

puis dans le tissu interstitiel (indice de nécrose : 5,2), @es



gonades (3,9) et les Eranchies €3,4), pour l'énsémﬁle des lots,
_huitres plates et créusés, dés trois protocoles : Pollution,
Epuration, et Adaptation ; l'indicé dé nécrosé total moyen de ces
lots est de 19,4. 1

b - ces lésions sont Beaucoup plus marquééé que dans une série
comparaﬁlé, examinéé dans 1'ABER—BENOIT en 1977, ol l'indicé de
necrose total moyen est de 5 »3, avec une repart;tlon topographlque
un peu différente (tube dlgestlf : I 3 ; tissu interstitiel : 2,8 ;
gonades : 0,8 ; branchles : 0,2), 1es 1ésions étant donc, dans des
conditions normales d'élevage, éssentiellement celles d'une réaction
cellulaire inflammatoire intérstitiellé modérée, sans nécrose as-

sociée en particulier digestive.

c ~ la comparaison entre les lots d'huitres platés et creuses ne
montre aucune différénce notable : lés indicés moyéns totaux scnt
respectivement de 23,2 pour les huitres plates et 22,3 pour les
creuses.,

d - les indices de nécrose sont un péu plus élévés pour lés lots
Epuration (27,9 pour les huitrés platés ét 24,7 pour lés creuses)
ét Adaptation'(23 1 pour les huitres platés), qué chéz lés huitres
lalssees ,en zones polluees (1nd1ce de nécrose : 18,8 pour les

huitres plates et 19,9 pour les creuses)

2b = variations évolutives:

, Dans le temps, les varlatlons de 1'1nd1ce de nécrose
1es plus caracterlsthues sont observees dans 1' ABER-BENOIT, avec
une augmentatlon de 14 3 68 de Mal a Aott 1973, puis une chute a 3
en Octobre-Novembre 1978, et une stab111satlon d 23 en Févriér-Mars
1979 chez Ostrea edulis, Les courbes sont sens1b1ement comparables

pour les huitres plates des lots Epuration et Adaptation, avec
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toutefois dans ces cas une régréssion moins rapide en période

hivernale.

Ces indices restent toujours trés supérieurs a
ceux des lots tem01ns de 1977 (variations de 6 3 10 de Mai 3

Septembre, régression 3 2 3 partir d' Octobre) (1ab1eau II).

NPT\ NN

(

s 05.78: 06.78: 07.78: 08.78: 09.78: 10.78: 11.78: 12,78: 03.79)

: : : : : : : : : )

ACP ¢ 14 ¢ 20 : 40 : 68 : 16 : 3 : 3 : : 23 )

: s : : : : : : : )

(Rosc. ¢ 15 : 40 : 58 = 32- : 31 : 29 : : : )
( ACE : : : : : : : : : )
(Relecq: ¢ 14 : 43 : 31 : 55 : 23 : : : )
( : : : : : : : : : )
(ACA : 11 : 38 : 44 : 49 : 31 : 22 : 21 : 38 : 26 )
- : : : : : : : : : )
(Témoin: 6 : 5 : 6 : : 10 . : 2 3 : )
( 1977 : : : : : : : : : )

" TABLEAU II : Indices de Nécrose totaux : Hultres plates de 1'ABER-BENOIT

’
.

3°) Indices gonadiques

l - Dans 1' ABER-BENOIT la maturatlon gonadlque pour les
lots Pollutlon et Adaptatlon a été relatlvement satisfaisante chez
les huitres plates et creuses, mais 11 ne semble Ppas qu 'ily a1t eu
‘ dé ponté, séulé uné involution moderee et tardlve de la gonade de-
butant en Septembre-Octobre (indice gonadlque passant de 9,2 3 6,1

pour Ostrea edulis et 31,4 3 23,1 pour Crassostrea g1gas).

Cétté évolution est différénté dé cellé oBsérvée en
1977 dans la meme zone (1nd1ce gonadlque de 18, 6 en Aolit, 3 en
Octobre) chez les hu1tres plates. Elle est egalement différente de
celle 4’ un lot de méme or1g1ne 1mmerge i PAIMPOL en 1978 (1nd1ce

gonadlque de 11,9 en Juillet, 0,8 en Octobre)
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2 - A ROSCANVEL, la maturation et la ponte ont &té
sensiblement normales chez les huitres plates et creuses des lots
" Epuration, 1'indice gonadique passant de 12,9 3 0,3 pour Edulis,

de 15,7 3 5,4 pour Gigas.
3 -A CARANTEC, maturation et ponte correctes pour
les huitres plates (indice gonadique passant de 11,3 i 0,1) et

creuses (de 36,4 4 16,5). (Taﬁleau III).

4°) Incidences sur les autres &léments patholoziques

~ des huitres inféctéés par Marféilia‘refringens
n'ont été trouvéés qu'éxcéptionnéllemént dans les lots examinés
histologiquemént (8 cas dans 1'ABER-BENOIT, 3 dans 1'ABER-WRACH,
sﬁr 1480 examéns) ; 11 s'agit toujours de lots Pollution, certai-

nement infectés avant la marée noire.
- les cas d'hyperplasie hémocytaire tumorale sont
egalement exceptlonnels ¢ 3 au total (1 dans 1'ABER-WRACH, et 2

3 CARANTEC), tous dans les lots Adaptation.

5°) Indices de condition gloBale

1 - sur les lots du protocole Pollutlon, 1'indice
de condltlon suit une courbe annuelle assez comparable i celle

observee en 1977.

- = dans 1' ABER-BENOIT, 1nd1ce de condltlon de 151 en
Aolit, 85 en Février pour Ostrea edulis, 223 en Aoilit et 150 en

Février pour Crassostrea gigas.

- dans 1'ABER-WRACH, les indices passent de 220 3
110 pour Ostrea edulis, 172 i 130 pour Gigas, de Juillet 1978 i
Février 1979.
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" "TABLEAU III : Indices gonadiques (Mai 3 Décemﬁre 1978)
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2 - A CARANTEC par contre, les hultres creuses
des lots Pollution et Adaptatlon sublssent une chute 1mportante
de 1'indice de condition, qui passe de 177 70 et 110 3 62,
de Mai 1978 3 Janvier-Février 1979 (tableau IV)

I1 n'y a donc pas, dans les ABERS, aprés un an,
ae repercu351on sen51b1e de la marée noire sur la qua11te (com~
merc1a1e) de 1 hultre s 1'évolution & CARANTEC est beaucoup plus
péjorativé, les indices infériéurs a 80 témoignaqt le plus souvent

d'altérations profondes du mollusque, qui demanderont i &étre

surveillés lors du prochain cycle.

IIT - CONCLUSION - DISCUSSION

A - Macroscop1quement et d aprés 1es données de
1'1nd1Le de condition, 1es alteratlons des hultres sont moins
importantes qu 1n1t1alement envisagées, la seule é&volution in-

quiétante se produisant dans la zone de CARANTEC.

B - Hlstologlquement, les 1ésions, correspondant
5 une necrose ce11u1a1re non spec1f1que, épithéliale ou gonadique,
et i une reactlon 1nf1ammat01re hemocytalre, predomlnent toujours

dans le tube d1gest1f puis les zones interstitielles et les gonades.

Ces modifications, et particuliérement les altérations

ligestives, sont toujours plus marquées que chez les lots témoins.

Ces 1e51ons sont touJours 1dent1ques chez les huitres

plates et les hultres creuses ; elles sont par contre plus importantes



s
i ABER-BENOIT

' ABER-WRACH

{CARANTEC

( ¢ Mai 78: Juin :Juillét:Aoﬁt :Sept. : Oét. : Nov. : Déc. :Jan. 79 :Février:Mars
( ——— : : : : : : : : : :
( ACP Huitres plates : 102 : 164 ¢ 132 : 154 : 308 : 112 : 118 : : : 85 : 74
( Hultres creuses: 130 140 ¢ 223 : 198 : 95 s 154 : 166 ¢ : 178 ¢ 150 : 134
( St : : : : : : : : : :
( ACP Huitres plates : 81 : 60 : 220 : 159 : 118 : 118 T 244 : s 143 : 110 : 130
( Huitres creuses: 161 128 ¢ 172 : 165 : 111 ¢ 153 : 114 100 : 160 : 130 :
( : : : : ) : : : : : :
( ACP Hultres creuses: 177 : 179 : 130 : 125 : 90 : 99 : 89 : .66 : 70 : :
( AcA Hultres creuses: 110 : 76 : 101 : 101 : 110 : ‘ : 82 : : : 62

73

* TABLEAU IV :

Indices de condition (Mai 1978 3 Mars 1979)
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dans les lots transférés (Epuratiom en particulier), le déplacement
constituant sans -doute un facteur de stress supplémentaire, dont
1'action parait prolongée pendant plusieurs mois ; dans tous les
lots, les lésions sont ehcore marquées, et en apparence staﬁilisées
a2 un niveau 8 a 10 fois supériéur 3 la normale aprés un an d'évo-

lution.

c-1I1 né sémﬁlé ﬁas qu'il y ait éu dé ponte gona-
dique tant dans les lots d’huitrés platés que d'huitres creuses
prOVénant des protocolés Pollution ét Adaptation dans 1'ABER-BENOIT,
alors qué les témoins dé 1977 dans la méme zoné, ceux de 1978 3
ROSCANVEL et & PAIMPOL, ét lés lots du profocolé Epuration immergés
4 ROSCANVEL ont eu une ponté normale. Associés i la présence d'al-
térations histologiques dégénératives assez sénsiﬁiés dans la glande
génitalé, ces faits aménent 3 survéiller, pour 1679, la capacité

de reproduction des hultres polluées.

D - La pollution n'a eu, i ce jour, aucune influence
-sur les 1ésions pathologiques déji connues dans les ABERS et 3
CARANTEC.

~ le nombre des 1lésions tumorales est trés faible,

comparable 3 celui des autres zones et des années précédentes.

- la parasitose 3 Marteilia refringens, en tr&s nette
régression depuis deux ans, persiste dans quelques huitres, certai-
nement antérieurement infectées. L'aﬁsence, depuis 1977, de nouveaux
cycles de contamination dans les ABERS ne permet aucune conclusion

- sur les interactions Pollution-Maladie Parasitaire.



CONCLUSION

P T



Compte-tenu des donnees precedemment exposees et
des discussions technlques concernant chacun des aspects du
présent travail, il peut etre tenté de resumer les conclusions
auxquelles il a conduit concernant les "effets" de la pollutlon

par les hydrocarbures de 1'AMOCO CADIZ sur l'ostré&iculture.

. I - En ce qui concerne le devenir gloﬁal des huitres
laissées sur place (protocole "Pollution”), il convient de noter
‘1'importance relativement réduite de la mortalité, immédiatement
et aprés un an, par rapport au pfonostic pessimiste qui avait été
formulé aussitdt apres le naufrage. Un an apres, un nombre appre-
c1ab1e des hultres polluees sont encore v1vantes. macroscoplauement
peu modifiées, et présentent un 1nd1ce de cond1t10n rela;1vement
satlsfalsant sauf dans la région de CARANTEC. Cependant, ces hult*es
présentent d'importantes altérations histologiques, avec un indice
de nécrose tissulaire qui reste stabilisé, 3 des chiffres dix fois
supérieurs i la normale aprés un an, aussi bien chez les hultres

plates que chez les huitres creuses.

En outre, il a été noté chez toutes les huitres

(protocoles "Pollution” et "Adaptation') présentes dans 1'ABER-BENQIT

©hw i v——— e
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en 1978-1979 des altérations cellulaires des gonades, en méme
temps que des modifications de 1'indice gonadique : compte~tenu
de 1'affinité des constituants lipidiques de la glande génitale
pour les hydrocarbures, ces altérations posent le probléme de la

capacité de reproduction de ces lots lors du cycle 1979.

II - L'ensemble de ces modifications doit @tre
rapproché des résultats obfenus dans les dosages des hydrocarbures,
totaux et surtout fractionnée par chromatographie : les iaug obtenus
sont trés élevés dans les ABERS, moins importants en Riviére de
PENZE et 3 CARANTEC, mais demeurent tr&s supérieurs 3 la normale
aprés un an (taux résiduels de 50 3 10 fois supérieurs aux chiffres

considérés comme normaux trouvés en Riviére d'AURAY).

Les fluctuations importantes observées dans 1'année
dans les différents secteurs 8tudids sont certainement les résultats
de deux processus opposés, d'une part la décontamination spontanée
in situ, d'autre part la re-pollution par des hydrocarbures piégés
par les sédiments. Ceci est confirma par les résultats du protocole
"Adaptation", qui objectivent bien la contamination rapide d'huitres
transférées aprés un mois, puls aprés sept mois, en zones polluées,
contamination qui évolue globalement de facon paralléle i celle

observée dans les huitres laissées en place.

Par ailleurs, les analyses par chromatographie ont
mis en évidence 1'élément essentiel que représente la rétention
sélective, aussi bien dans les protocoles "Pollution” qu''"Adaptation",
des hydrocarbures aromatiques, essentiellement alkylés, par rapport
aux aliphatiques rapidement &liminés. Cés produits, dont certains
sont toxiques et ne sont en outre pas métaﬁolisés, et qui représen-
tent 4 1a fin de nos observations 76 7% de la totalité des hydrocaf—

bures retenus, sont trds certainement la cause de la persistance des

" 18sions histologiques cbservées.
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III - Les résultats des protocoles "Epuration"
aprés transfert en zones saines ont par ailleurs mis en évidence
deux faits importﬁnts ¢ d'une part, le stress supplémentaire que
représente le déplacement, stress dont l'effet parait prolongé
avec indices de nécrose moyens plus &levés dans ces lots ; d'autre
part, la nécessité, s'il est décidé&, d'un transfert rapide, les
capacit@s d'épuration des hydrocarbures - et 13 encore tout spécia-
lement des fractions aromatiques préférentiellement retenues -
étant trés abaissées lorsque le transfert est effectué aprés 45
jours (et au—deld) de sé&jour en zones polluées, avec dans ces cas
une demi-vie d'au moins quatre mois pour les hydrocarbures aroma-

tiques toxiques.

IV - Sur le plan pratique et des incidences sanitaires,
malgré la survie apparemment rassurante des stocks pollués, il parait

donc évident que :

- 1les altérations histologiques constatées, reflets
trés probables de la persistance des taux glevés d'hydrocarbures,

aménent 3 faire d'importantes réserves sur le devenir de ces stocks.

- la rétention préférentielle d'hydrocarBures toxiques
dans ces huitres les rend impropres i la consommation. Si les risques
cancérigénes et mutagdnes du produit retenu ne peuvent &tre actuelle-
ment exactement pesés, ces risques demeurent et doivent faire observer -
1a plus grande prudence avant la mise en ceuvre de tests précis de

-

mutagénicité.

La rétention d'hydrocarbures, et tout spécialement
des fractions aromatiques toxiques, constitue donc, dans 1'état

actuel de nos résultats, l'indicateur de choix de la pollution.

-





