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RESUME

Parmi une multitude de substances chimiques, les polluants organiques persistants (POP) comme les
polychlorobiphényles (PCB) ou les pesticides organochlorés (OCP) connaissent un regain d’intérét a cause
de la récente réévaluation de leur toxicité (neurotoxiques, perturbateurs endocriniens). Ces polluants
sont désormais interdit en France mais ces substances sont chimiquement stables et lipophiles, ce qui
leur confere un fort potentiel de bioaccumulation par les organismes. Plus récemment, une autre classe
de composés a été produite, présentant des propriétés similaires aux PCB (stabilité, rémanence,
bioaccumulation) : les retardateurs de flammes polybromés, les plus utilisés étant les PBDE
(PolyBromoDiphényles-Ethers). lls sont également considérés comme des perturbateurs endocriniens,
altérant la fonction de reproduction et la fonction thyroidienne. Les mammiféres marins de par leurs taux
de lipides élevés dans leurs tissus et leur place dans les réseaux trophiques pélagiques sont

particulierement impactés par ces composés.

Cette étude établit un niveau de contamination de référence pour le cachalot et le globicéphale noir du
sanctuaire PELAGOS. Plus largement elle permet de contribuer a la définition de I'état chimique de

I’habitat au sein du sanctuaire PELAGOS et a I’évaluation de I'état de santé des populations de cétacés.

Les analyses de contamination sont réalisées a partir d’échantillons de biopsies cutanées prélevés au

cours de deux campagnes en mer, en 2010 et en 2011.

Les concentrations moyennes en pesticides organochlorés retrouvées chez les deux especes sont
supérieures aux concentrations en PCB. Les concentrations en PBDE sont, elles, significativement plus
faibles. Chez les cachalots, une différence de contamination significative est observée entre les deux
sexes, les femelles étant significativement moins contaminées que les males. Résultat qui est
normalement attendu pour ces mammiferes ou les femelles se « détoxifient » lorsqu’elles mettent bas et
allaitent leurs petits. Chez les globicéphales noirs, aucune différence significative n’a pu étre mise en
évidence entre la contamination des males et des femelles quelle que soit la classe de contaminants
considérée. L'absence de différence est essentiellement liée a une grande variabilité du groupe des
femelles : les femelles matures ayant déja mis bas, les femelles immatures et deux femelles qui

pourraient étre agées.

Quelle que soit la classe de contaminants considérée, les globicéphales présentent des niveaux de
contamination supérieurs a ceux observés chez les cachalots et chez les rorquals communs. Les teneurs
en PCB, OCP et PBDE chez les rorquals communs sont bien plus faibles que celles observées chez les deux

espéces d’odontoceétes.
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L’étude du rapport CB 118/CB 153 (2 congénéres de PCB) qui évolue en fonction de I'espéce, de son
niveau trophique et de sa capacité de métabolisation apporte des informations intéressantes. Ce rapport
diminue des premiers maillons trophiques aux niveaux supérieurs. Logiquement les rorquals présentent
le rapport le plus élevé, il se nourrit sur les niveaux trophiques les plus bas. Les cachalots qui présentent
des niveaux de contamination moins élevés que les globicéphales, présentent également un rapport CB
118/ CB 153 plus élevé, indiquant soit une capacité de métabolisation plus importante, soit un régime

trophique ou une aire de chasse différents de celui des globicéphales.

La comparaison des niveaux de contamination avec les données de la littérature n’est pas aisée en raison
des différents modes d’expression des résultats et de la multitude de congénéres analysés. Les niveaux
movyens retrouvés chez les globicéphales (7PCB : 34,0 + 15,3 pg.g” pl; DDT : 60,0 + 40,9 ug.g™ pl; PBDE :
0,9 0,4 ug.g" pl) et chez les cachalots (7PCB : 17,8 + 12,8 ug.g™* pl; DDT : 32,7 + 36,0 ug.g"* pl; PBDE : 0,3
+ 0,2 pg.g" pl) sont nettement supérieurs & ceux mentionnés dans la littérature pour d’autres régions du
monde. A contrario, la comparaison des niveaux de contamination des rorquals communs de la méme
zone avec les données de la bibliographie avait montré que les rorquals de Méditerranée présentaient
des niveaux de contamination dans la moyenne basse des données de la littérature. Pour expliquer ces
différences on peut avancer I’hypothése selon laquelle les animaux vivant en Méditerranée (mer petite,
fermée et pression anthropique intense) sont soumis a une contamination plus importante que leurs
congéneres d’Atlantique, mais que la spécificité du régime alimentaire des rorquals communs de
Méditerranée ciblant des proies situées plus bas dans la chaine trophique compense et inverse cette

tendance.

Les données obtenues dans le cadre de cette étude permettent de compléter le peu de données
existantes dans la littérature par un jeu de données acquises grace a un échantillonnage non invasif
réalisé par biopsies sur des espéeces rarement observées en échouage. L'étude de la contamination en
POP des odontocetes comparée a celle des mysticetes confirme I'importance du régime trophique sur le
niveau de contamination; en effet les odontocetes principalement teutophages ou ichtyophages
présentent des niveaux de contamination bien plus important que les mysticetes. Poursuivre cette étude
permettrait néanmoins de parfaire l'interprétation des résultats en diminuant la variabilité des
échantillons de certains groupes (femelles globicéphales) et/ou de compenser les aléas de
I’échantillonnage (14 males sur 15 pour les cachalots en 2011) méme si la collecte de biopsies chez ces 2

espéces est plus aléatoires que pour les rorquals communs.
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ETABLISSEMENT D’UN NIVEAU DE CONTAMINATION DE REFERENCE
POUR LE CACHALOT ET LE GLOBICEPHALE NOIR DU SANCTUAIRE
PELAGOS

I.INTRODUCTION

e

Depuis le début du 20em siecle, l'industrialisation a conduit a la production de milliers de
substances chimiques. Entre 1930 et 2000, la production mondiale de produits chimiques est passée d’un
million de tonnes a quatre cent millions de tonnes. Au quotidien, un nombre croissant de produits
chimiques est utilisé dans des applications diverses et variées, des pesticides aux cosmétiques en passant
par les biberons et le matériel informatique. A tous les stades de leur vie, de la production a I'utilisation,
jusqu’a leur retraitement, ces substances chimiques peuvent étre libérées dans I'environnement,

impactant les écosystémes terrestres, aquatiques puis a terme les mers et les océans du globe.

Parmi cette multitude de substances chimiques, les polluants organiques persistants (POP)
comme les polychlorobiphényles (PCB) ou les pesticides organochlorés (OCP) connaissent un regain
d’intérét a cause de la récente réévaluation de leur toxicité (neurotoxiques, perturbateurs endocriniens).
Ces substances chimiques sont stables, lipophiles, ce qui leur confere un fort potentiel de
bioaccumulation par les organismes, et particulierement par les organismes les plus gras comme les

mammiferes marins.

Plus récemment, une autre classe de composés a été produite, présentant des propriétés
similaires aux PCB (stabilité, rémanence, bioaccumulation) : les retardateurs de flammes polybromés, les
plus utilisés étant les PBDE (PolyBromoDiphényles-Ethers). Ces composés sont utilisés comme additifs
ignifugeants dans de nombreux plastiques et textiles pour une multitude d’applications (électronique,
aéronautique, ameublement...). lls ont été détectés pour la premiére fois dans des échantillons de
poissons issus de la riviere Viskan en Suede au début des années 80 (Andersson et Blomkvist, 1981). En
effet, certains composés de cette famille (notamment le BDE 47) présentent des capacités de
bioaccumulation et de rémanence similaires a celles observées pour les PCB. lls sont également
considérés comme des perturbateurs endocriniens, altérant la fonction de reproduction et la fonction

thyroidienne.

Les mammiferes marins de par leurs taux de lipides élevés dans leurs tissus et leur place dans les

réseaux trophiques pélagiques sont particulierement impactés par ces composés. Cette étude est dans la
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continuité de celles réalisées sur la population de rorquals communs (Balenoptera physalus) évoluant en
Méditerranée, et s’intéresse cette fois-ci aux odontocétes comme le cachalot (Physeter macrocephalus)
et le globicéphale noir (Globicephala melas). Des campagnes de biopsies ont donc été menées dans le
sanctuaire PELAGOS et alentours pour caractériser les niveaux de contamination en PCB, OCP et PBDE de

ces deux especes.

I1.OBJECTIF DE L'ETUDE

L’étude se concentre donc sur les polluants dit « historiques » car présents dans le milieu depuis
des décennies et sur lesquels la littérature est abondante (PCB, OCP) ainsi que sur leurs remplacants, les
retardateurs de flamme bromés ou PBDE. L'objectif est de contribuer a la définition de I'état chimique de

I’'habitat au sein du sanctuaire PELAGOS et a I’évaluation de I'état de santé des populations de cétacés.

Lors de I’étude sur I’évaluation du niveau de contamination d’espéces odontocetes et mysticetes
du sanctuaire PELAGOS réalisée entre 2007 et 2009, un niveau de contamination de référence avait été
établi pour le Rorqual commun (Balaenopera physalus). Il s'établit autour de 5 824 ng. g* Ip
(nanogramme par gramme de lipide (ng. g’ 1p)) et 2 622 ng. g™ Ip pour la somme des 7 PCB chez les
males et les femelles respectivement, en sachant que pour ces derniéres la médiane (1829 ng. g™ Ip) est
plus représentative de la population. Pour les PBDE ces valeurs sont beaucoup plus faibles : 245 ng. g™ Ip
et 119 ng. g Ip pour les males et les femelles respectivement avec pour ces derniéres la méme remarque
concernant la médiane (63 ng. g Ip). Pour la somme des DDT les valeurs sont de 10 370 ng. g™ Ip et 3 239

ng. g Ip pour les males et les femelles (médiane : 2 716 ng. g™ Ip).

Des premieres indications pour les odontocétes avaient montré que leur niveau de contamination
était trés important et qu’il pourrait avoir des effets physiologiques sur leurs systemes reproducteur et
immunologique. Cette nouvelle étude réalisée entre 2010 et 2012 apporte de nouveaux éléments pour
évaluer ce risque et nous a permis d’établir un niveau de contamination de référence pour les polluants
« historiques » concernant les deux espéces d’odontocetes le Cachalot (Physeter macrocephalus) et le

Globicéphale noir (Globicephala melas).

Aujourd’hui, grace aux échantillons recueillis au cours de ces deux années il est possible d’établir un état
zéro pour la contamination des odontocetes qui pourra servir de point de comparaison pour mesurer

I’évolution de la contamination de ces espéces et la qualité de I’habitat du sanctuaire PELAGOS.

——G: =3 13 ‘.Ql' ‘
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III.PRESENTATION DES COMPOSES ANALYSES

lll.1 Les Polychlorobiphényles (PCB)

[11.1.1 ORIGINE DES PCB

Les PCB sont des molécules synthétisées par 'homme pour un usage industriel sur une méme
structure générique (Figure 1). lIs sont constitués d’un noyau biphényle comportant jusqu’a cing atomes

de chlore par cycle phényle.

(méta) 3° 2° (ortho) 2

(53]

(para) 47 4

Figure 1 : Structure générique des PCB.

Le degré de substitution et la position des atomes de chlores permettent de définir la
nomenclature régissant les PCB. Cette nomenclature de I""International Union of Pure and Applied
Chemistry" (IUPAC) est décrite en détail dans le Tableau 1. (Ballschmitter et Zell, 1980). Elle permet
d’attribuer un chiffre de 1 a 209 en fonction de la numérotation des atomes de carbone substitués par

les chlores.

Tableau 1: Nomenclature IUPAC des PCB (Ballschmitter et Zell, 1980).

Les PCB ont été synthétisés pour la premiére fois en 1881, et produits industriellement a partir de 1929 par la société MONSANTO. Leur synthése se réalise

par chloration du radical biphényle en présence d’un catalyseur : le chlorure ferrique.
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En théorie, 209 congéneres distincts peuvent étre produits selon le nombre et la position des
atomes de chlore sur le biphényle. Cependant les contraintes thermodynamiques, le caractere orienté de
la chloration (position ortho et para privilégiées) et les contraintes stériques empéchent la formation de
tous les congéneéres. Dans les faits, seulement 130 a 150 congéneres sont réellement synthétisés (Schulz

etal.,, 1989 ; Larsen et al., 1993).

y a,
P
nCl, + —_ +n HCI
FeCl;, =100°C

0<x+y<10
0<x,y<5

Figure 2 : Synthése des PCB.

Cette synthese aboutit ainsi a la formation de mélanges techniques de PCB dont le degré moyen
de chloration dépend de la durée de la réaction. Cependant ces mélanges ne sont jamais totalement
purs, et parmi les impuretés formées, il y a toujours une petite proportion de PCDD
(Polychlorodibenzodioxines), PCDF (Polyclorodibenzofuranes) mélée aux PCB. Ces mélanges techniques
de PCB se présentent sous la forme de liquides plus ou moins visqueux ou de produits résineux. Selon les
pays d’origine, les formulations commerciales de PCB portent des noms et des degrés de chloration
différents : Arochlor (USA), Pyraléne, Phénochlor (France), Clophen (Allemagne), Pyrochlor (Grande

Bretagne), Fenchlor (ltalie)...
[11.1.2 UTILISATION DES PCB

Du fait de leur tres grande stabilité et de leurs propriétés physico-chimiques, les PCB ont trouvé
de nombreuses applications dans le milieu industriel. lls sont utilisés dans trois grands types de systemes

(OCDE, 1973) :

» Utilisation en systémes clos contrélables :

Les PCB sont en systemes clos, ils ne risquent pas de s’écouler dans I’environnement et sont récupérables

pour un retraitement apres utilisation.
* Fluides diélectriques dans les transformateurs et condensateurs de grande taille.

* Fluides caloporteurs dans certaines installations thermiques.
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» Utilisation en systémes clos non contrélables :

Les PCB sont en systémes clos, mais il existe un risque d’écoulement dans I'environnement, et ils sont

difficilement récupérables pour un retraitement.

* Fluides diélectriques dans les transformateurs et condensateurs de petite taille.

* Fluides caloporteurs dans certaines installations thermiques.

> Utilisation en systémes ouverts non contrdlables :

Les PCB sont en contact direct avec I'environnement.
* Fluides industriels hydrauliques et lubrifiants
* Additifs dans les formulations d’insecticides et de bactéricides
* Additifs stabilisants ou ignifugeants dans les peintures, encres, plastiques...

Les PCB ont été produits en masse et tres utilisés durant les années 1950 a 1970. Cependant, suite
aux problemes toxicologiques et environnementaux posés par ces molécules, leur usage a été interdit en
France en tant qu’additifs des 1975 et restreint aux usages en systemes clos. Depuis 1987, la
réglementation francaise a décrété l'arrét total de la production des PCB. Les USA ont interdit leur
production en 1985. La tendance est a I’élimination des PCB encore utilisés dans les transformateurs et
condensateurs (Mhiri et al., 1997). Malgré I'arrét de la production, la présence des PCB dans
I’environnement reste un vrai probleme de par leur rémanence, leur toxicité et leur fort potentiel a étre

bioaccumulés par les organismes.

[11.1.3 PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES PCB

Les 209 PCB, de par leur structure chimique semblable, présentent des propriétés physico-
chimigues communes. Ce sont des molécules stables, non hydrolysables qui ne réagissent pas avec les
acides et les bases. lls présentent une grande stabilité thermique, jusqu’a 1300°C, et ils sont classés
parmi les composés semi-volatils selon I'échelle définie par Mackay (1980). Cependant, les propriétés
individuelles de chaque congéneére varient en fonction de leur degré de chloration et des positions des
chlores. La masse moléculaire des PCB va de 188 uma (uma : unité de masse atomique) pour un monoCB

a 494 uma pour le décaCB. Les principales propriétés physico-chimiques sont listées dans le Tableau 2.

1S
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Tableau 2 : Quelques propriétés physico chimique des PCB d’apres Erickson (1997).

Température de Température Pression de vapeur a Solubilité dans I'eau
Congéneres . o s Log Kow
fusion (°C) d'ébullition (°C) 25°C (g/m’)

Biphényle 71 256 4,9 9,3 4,3
MonoCB 25-78 285 1,1 4 4,7
DiCB 24-149 312 0,2 1,6 5,1
TricB 28-87 337 0,05 0,6 55
TetraCB 47-180 360 0,012 0,3 5,9
PentaCB 76-124 381 2,610° 0,1 6,3
HexaCB 77-150 400 5,810 0,04 6,7
HeptaCB 122-149 417 1,310 0,01 7.1
OctaCB 159-162 432 2,810° 5,510° 7,5
NonaCB 182-206 445 6,310° 2,010° 7.9
DecaCB 306 456 1,410° 7,6 10" 8,3

Il est important de noter la faible solubilité des PCB dans I'eau, et leurs coefficients de partage
octanol/eau (log Kow) élevés qui dénotent de leur forte lipophilie. Ces propriétés sont des facteurs

importants pour la compréhension de leur devenir dans I’environnement.
[11.1.4 ToxicITE DES PCB

L’exposition des organismes vivants aux PCB peut entrainer un certain nombre d’effets toxiques.
Ces effets peuvent se révéler apres une exposition aigue lorsque I'organisme a subi une exposition
unique a une forte concentration en xénobiotiques, ou aprés une exposition chronique ou I'organisme a

été en contacts répétés a de faibles doses de polluants.

a) Toxicité aigué

Les PCB présentent une toxicité aigué faible. Les doses |étales pour 50 % des individus exposés (DL
50) dépassent souvent plusieurs grammes de PCB par kilogramme de poids corporel mais varient
cependant selon les espéces et les voies d’assimilation (Rodriguez-Grau et al., 1989 ; Lang, 1992). Il faut
tout de méme noter que de fortes concentrations d’exposition entrainent des troubles cutanés

(chloracnée, spécifique des composés chlorés) et des dysfonctionnements rénaux et hépatiques. Ces

= 17 ‘Q
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symptomes ont été mis en évidence lors d’expositions professionnelles et décrits également lors de
I’accident de Yusho en 1968 au Japon (Umeda et al., 1978 ; Aoki, 2001 ; Furue et al., 2005). Toutefois les

concentrations déterminées dans I'environnement restent tres éloignées des valeurs de toxicité aigué.

b) Toxicité chronique

Les PCB présentent une structure et des propriétés toxiques similaires, mais il faut garder a
I'esprit qu’elles different en fonction de la position et du nombre d’atomes de chlore. Sur ce principe, les
PCB peuvent étre divisés en deux groupes qui expriment des toxicités sensiblement différentes : les PCB
dits "globulaires" qui présentent deux atomes de chlore ou plus en position ortho, et les congéneéres dits
"coplanaires" qui ne possedent aucun ou un seul chlore en position ortho. Ces derniers, comme les 77,
126 et le 169, sont considérés comme des PCB "dioxine like". Ces composés présentent une toxicité
équivalente aux dioxines et sont donc parmi les plus toxiques (Kannan et al., 1988 ; Monosson et
Stegeman, 1991). Pour évaluer la toxicité d’un mélange de PCB "dioxine like" et d’autres composés
comme les dioxines et les furannes, un systéme d’équivalence toxique a été développé (Sawyer et Safe,
1982 ; Kannan et al., 1988). Ce modeéle se base sur la toxicité de la 2,3,7,8 tétrachlorobibenzo-p-dioxine
(2,3,7,8 TCDD), a laquelle on attribue un facteur d’équivalence toxique (TEF) de 1. Les toxicités des autres
composés sont évaluées par comparaison de leur capacité d’induction enzymatique a celle de cette
TCDD. Ceci permet donc d’établir les valeurs de TEF. Ce systeme est surtout valable pour les composés

coplanaires.

D’une facon plus générale, les PCB sont parmi les premiers composés classés en tant que
perturbateurs endocriniens, ils sont susceptibles d’agir sur la synthese, le transport, I'excrétion des
hormones ou sur leur fixation aux récepteurs correspondants (Safe, 2001; Yang et al, 2005). lls
perturbent ainsi la fonction thyroidienne et sexuelle (Iwasaki et al., 2002). De fagon simplifiée, les PCB
globulaires induisent une activité ocestrogénique (Mckinney et Waller, 1994), il est actuellement
fortement suspecté que ce sont les métabolites hydroxylés qui expriment cette activité oestrogénique
(Cravedi et Narbonne, 2002). De leur coté, les composés coplanaires, comme le CB 77, semblent plutot
présenter un effet anti-oestrogénique (Navas et Segner, 1998). Une toxicité au niveau cérébral a été
récemment mise en évidence. Les PCB troubleraient, a faibles doses, le développement cérébral chez
I’embryon, entrainant des effets irréversibles chez I'adulte, comme des troubles psychomoteurs et des
retards cognitifs (Schantz, 1998 ; Aoki, 2001 ; Sharma, 2002). Ces composés peuvent entrainer une

immunodéficience (Ville et al.,, 1995) et sont considérés comme des molécules probablement
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cancérigenes pour ’lhomme par I'EPA (Environmental Protection Agency, USA). L'exposition chronique
des organismes a de faibles concentrations est préjudiciable a la santé des individus et au maintien des
populations (Sager et al., 1991 ; Tillit et al., 1992 ; De Voogt et al., 1993). Cependant, il faut garder a
I'esprit que la plupart des tests de toxicité ont été réalisés avec des mélanges de PCB qui contiennent
toujours une infime partie de PCDD (Polychlorodibenzodioxines) et de PCDF (Polyclorodibenzofuranes)
qui pourraient jouer un réle synergique sur les mécanismes de toxicité (Uenotsuchi et al., 2005 ; Masuda

etal., 1998).

[11.1.5 CONGENERES SUIVIS DANS L'ENVIRONNEMENT

Le bureau Communautaire de référence de la Commission de la communauté européenne a défini
en 1982, sept congéneres majoritaires a suivre parmi les 209 congéneres possibles. Ces composés

majoritaires dans I'’environnement sont les PCB 28, 52, 101, 118, 138, 153 et 180.

I1l.2 Les retardateurs de flammes bromés (PBDE et HBCD)

En remplacement des PCB aujourd’hui interdits, d’autres classes de molécules ont été
développées. Parmi ces molécules, des molécules bromées utilisées comme retardateurs de flammes
posent probléeme comme le tétrabromobisphénol A (TBBPA), I’'hexabromocyclodécane (HBCD), les
polybromobiphényles (PBB) et les polybromodiphényles éthers (PBDE). Dans ce travail, un intérét

particulier a été porté aux PBDE et a I’hexabromocyclodécane (HBCD).

[11.2.1 ORIGINE DES RETARDATEURS DE FLAMMES

a) Les polybromodiphényléthers (PBDE)

L’'origine des retardateurs de flammes bromés est anthropique. Les PBDE sont des molécules
synthétisées par 'lhomme pour un usage industriel sur une méme structure générique (Figure 3). lls sont
constitués d’'un noyau biphényléther comportant jusqu’a cinqg atomes de brome substitués par cycle

phényle.

Br 0) Br

Figure 3 : Structure générique des PBDE.
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Comme pour les PCB, le degré de substitution et la position des atomes de brome permettent de
définir une nomenclature régissant I'appellation des composés. Cette nomenclature de I'lUPAC est
décrite en détail dans le Tableau 1 (Ballschmitter et Zell, 1980). Elle permet d’attribuer un chiffre de 1 a
209 en fonction de la numérotation des atomes de carbone substitués par les bromes et de nommer les

différents congéneres de PBDE.

Il n’existe pas a proprement parler de sources de PBDE naturelles, mais il a été observé des
diphényléthers polybromés méthoxylés dans des échantillons biologiques provenant d’une baleine a bec
(Mesoplodon mirus) probablement accumulés par son alimentation. De plus, des éponges de I'océan
indien (Dysidea herbacea, Dysidea chlorea et Phyllospongia foliascens) semblent contenir a "I'état
naturel" ces composés (Carté et Faulkner, 1981, Handayani et al., 1997). En dehors de ces quelques

exemples, I'origine des PBDE est exclusivement anthropique, résultant de procédés industriels.

b) Hexabromocyclododécane (HBCD)

Le HBCD (Figure 4) comme les PCB et les PBDE a une origine exclusivement anthropique. Le HBCD
est en réalité un mélange de molécules isomere qui comprend les hexabromocyclododecane et les
principaux diastéréoisomeéres (a — HBCD, B-HBCD, y-HBCD) (INERIS, 2011). La production d’HBCD se fait
en flux discontinu, par bromuration du cyclododeca-1,5,9-triene, a une température de 20 a 70°C, en
présence d’un solvant dans un systéme fermé. La matiére en suspension est ensuite filtrée et le solvant
retiré. Le produit est ensuite séché, stocké en silo et enfin emballé. En fonction du fabricant et de la
méthode de production utilisée, I’THBCDD « commercial » peut contenir de 70 a 95 % de y- HBCD et de 3 a
30% d’ a - et B - HBCD (Commission européenne, 2008). L'HBCD est principalement utilisé comme additif

retardateur de flamme dans les polystyrenes.

Br
Br

Br

Br Br
Br

Figure 4 : Structure générique pour I’hexabromocyclododécane (HBCD)

i
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[11.2.2 UTILISATION DES RETARDATEURS DE FLAMMES BROMES

Les retardateurs de flammes sont utilisés depuis I'antiquité de facon empirique mais leur
production commerciale n’a réellement débuté qu’en 1970 aux Etats Unis (De Wit, 2002). Les PBDE sont
synthétisés par bromination d’un radical diphényléther en présence d’un catalyseur (Rahman et al.,

2001).

Cette synthese aboutit comme dans le cas de PCB a des mélanges techniques dont le degré de
bromation varie en fonction des parametres de la réaction de synthese. On différencie ainsi trois types

de mélanges techniques produits :

» Mélange commercial dit "Pentabromodiphényléther" (ComPeBDE) :

Ce mélange est composé essentiellement des congéneres tétra, penta et hexabromés et de

guelques traces d’octabromés. Ce mélange se présente sous forme d’un liquide visqueux ou semi solide.

» Mélange commercial dit "Octabromodiphényléther" (ComOctaBDE) :

Ce mélange de congéneres présente des degrés de bromation supérieurs, avec la présence de
congéneres hexa, hepta et octabromés. Des traces de composés nonabromés et de décabromés peuvent

étre présentes dans ce mélange. Il se présente sous la forme de poudre ou de flocons.

» Mélange commercial dit "Décabromodiphényléther" (ComDécaBDE) :

Ce mélange est constitué quasi exclusivement de composés décabromés, avec des traces de

composés nonabromés et se présente sous la forme d’une poudre cristalline.

Les PBDE appartiennent a la grande famille des retardateurs de flammes parmi d’autres composés
comme les polybromobiphényles (PBB), I’"hexabromocyclododécane (HBCD) et les bisphénols bromés.
Tous ces produits sont utilisés en tant qu’additifs ignifugeants dans une large gamme de produits

industriels ou de consommation courante (De Wit, 2002) :
» Equipements électroniques : circuits imprimés d’ordinateurs, de téléviseurs...
» Construction : polystyréne, polyuréthane, peinture, mastic, éclairage, plastiques.
» Industries : fibres synthétiques, polymeéres, résines, colles, polyuréthane, cables...

» Transport : partie électrique et revétement textile des avions, bateaux et voitures.
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» Textiles : ameublement, aménagement intérieur, habillement...

> Traitement du bois.

[11.2.3 PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES RETARDATEURS DE FLAMMES

Les retardateurs de flammes sont stables, bioaccumulables et rémanents. Les PBDE, de par leur
structure chimique commune, présentent des propriétés physico-chimiques semblables. Ils sont stables,
non hydrolysables et ne réagissent pas avec les acides et les bases (De Wit, 2002). Cependant les
propriétés individuelles de chaque congénére varient en fonction de leur degré de substitution et de la

position des bromes.

La masse moléculaire des PBDE principalement étudiés va de 486 uma pour les composés
tétrabromés a 960 uma pour le décabromé et celle de 'HBCD est de 641,7 uma. Les principales

propriétés physico-chimiques sont listées dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Propriétés physico-chimiques des PBDE (Watanabe et Tatsukawa, 1989; De Wit, 2002).

Température de fusion Pression de vapeur Solubilité dans I'eau
Congéneres Log Kow
(°c) a25°c (°c) gm”®
TétraBDE 79-82 2,6-3,310* 0,0109 5,9-6,2
PentaBDE 92-98 2,9-7,310° 0,0024 6,5-7,0
HéxaBDE = 4,2-9,4 10° 0,0010 6,9-7,9
OctaBDE 75-220 1,2-2,2 107 0,0005 8,4-8,9
DécaBDE 290-306 <10™ <0,0001 10
HBCD = 6,310 0,0034 5,6

I[11.2.4 TOXICITE DES RETARDATEURS DE FLAMMES BROMES

Tout comme les PCB, les PBDE peuvent entrainer des effets toxiques sur les organismes,

principalement en termes d’exposition chronique.

o)
)

CR
22 [



Partenariat scientifique GIS 3M - Parc national de Port-Cros (Animateur de PELAGOS France)

a) Toxicité aigué

Les PBDE présentent, au méme titre que le HBCD, une toxicité aigué faible, avec des DL 50 pour
les mélanges commerciaux supérieurs a 1g.kg™ pc (De Boer, 2000 ; De Wit, 2002). La toxicité aigue des

congéneres individuels est du méme ordre de grandeur (De Wit, 2002).

b) Toxicité chronique

Les PBDE sont considérés comme des perturbateurs endocriniens (Legler et Brouwer, 2003). lls
perturbent la fonction de reproduction et la fonction thyroidienne (Darnerud, 2003). En effet, les
structures chimiques des PBDE, et a fortiori de leurs métabolites, sont proches de la structure des
hormones thyroidiennes; cette ressemblance contribuerait a altérer les niveaux d’hormones
thyroidiennes. Les ouvriers travaillant a la production de mélanges commerciaux comme le ComDécaBDE
ont plus de risques de développer une hypothyroidie que le reste de la population (Bahn et al, 1980). La
perturbation de la fonction de reproduction a également été mise en évidence chez le poisson par Holm
et al. (1993), qui constatent une diminution du succes de reproduction apres une exposition au Bromkal
70 5DE (mélange technique de tétra BDE, penta BDE et d’hexa BDE). Les PBDE présenteraient aussi des
propriétés immunotoxiques, notamment mises en évidence en laboratoire chez la souris (De Wit, 2002).
lIs perturbent également le développement neuronal et peuvent induire des effets neurologiques
permanents (Eriksson et al., 1999). Ces composés possedent un faible pouvoir cancérigéne ; le décaBDE
n’est pas classé cancérigéne par IARC (International Agency for Research on Cancer), mais a contrario, le
PBDE 47 peut induire un cancer par un mécanisme non mutagene selon le méme mode d’action que les
PCB (De Wit, 2002). Ce sont des puissants inducteurs des cytochromes P450 (CYP), en particulier les CYP
1A1 et CYP1A2, mais contrairement aux PCB, les PBDE ne sont pas de puissants inducteurs de l'activité

"aryl hydrocarbon hydrolase receptor" (AHHR).

[11.2.5 CONGENERES SUIVIS DANS L'ENVIRONNEMENT

Il 'y a pas a proprement dit de congénere de PBDE marqueur, mais le BDE 47 majoritaire dans

I’environnement est classiquement suivi et utilisé pour comparer des niveaux de contamination.

i
(7]
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111.3 Pesticides Organochlorés (OCP)

[11.3.1 ORIGINE DES PESTICIDES ORGANOCHLORES

L’origine des pesticides organochlorés est exclusivement anthropique. Contrairement aux PCB et
aux PBDE, les pesticides chlorés ne présentent pas de structure commune et révelent des propriétés
variées. lls ont cependant tous dans leur composition chimique au moins un atome de chlore autour d’un
ou de plusieurs cycles carbonés. Trois groupes de composés peuvent étre définis. Le premier est le
groupe des dichlorodiphényléthanes, dont le plus commun est le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT)
et ses produits de dégradation le dichlorodiphéphényléthane (DDD) et le dichlorophényléthene (DDE). Le
deuxieme groupe est celui des cyclodienes qui englobe le chlordane, et le troisieme groupe regroupe les

autres composés de structures différentes (Figure 4).
Cl
= Cl R
—OH O LY
R Cl R
Cl

Dichloro-diphényl-éthane Cyclodiéne

Figure 5 : Structure générale des pesticides chlorés du groupe 1, les dichlorodiphényléthanes et du groupe 2, les cyclodiénes.

111.3.2 UTILISATION DES ORGANOCHLORES

Les pesticides organochlorés ont été utilisés en usage dispersif notamment pour lutter contre les
insectes dans les cultures, les charpentes, sur les animaux... lls ont été synthétisés au début de la
deuxieme guerre mondiale, puis leur efficacité et leur faible colt de production en ont fait des composés

largement utilisés dans I'agriculture a partir des années 1940.

La découverte de la rémanence et de la non spécificité des effets toxiques de ces pesticides a

entrainé leur interdiction dans les pays industrialisés.

(,-;;E‘ 24 ”Q
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[11.3.3 PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES PESTICIDES ORGANOCHLORES
Les pesticides organochlorés ne présentent pas de structure commune mis a part un atome de

chlore au moins (dans leur structure) et possédent de ce fait des propriétés physico-chimiques diverses.

Néanmoins, ils sont tous stables et persistants dans I’environnement.

lls présentent également des coefficients de partage octanol/eau variant entre 3,3 pour le lindane
et 7 pour le DDE, ce qui leur confere tout comme pour les PCB et les PBDE, des propriétés lipophiles

facilitant leur bioaccumulation dans les organismes (Tableau 4).

Tableau 4 : Propriétés physico-chimiques des OCP (Thompson, 1999).

Pression de vapeur Solubilité dans I'eau
Congéneres Log Kow
425° (°c) gm>
Lindane 1,2510° 7,3 3.3
4,4’ DDT 1,7 10° 1,210° 6,2
4,4’ DDE 8,6 10" 7

[11.3.4 TOXICITE DES PESTICIDES ORGANOCHLORES

a) Toxicité aigué

Les pesticides chlorés agissent sur le systeme nerveux central des organismes exposés et, a fortes
doses, ils peuvent entrainer des tremblements, des convulsions voire la mort. Les DL 50 varient de 100 a

300 mg .kg'1 par voie orale (Thompson, 1999)

b) Toxicité chronique

Les pesticides chlorés ont des effets néfastes sur la reproduction et la fertilité ; Il a été démontré
par une étude menée sur des souris, qu’une dose de chlordane de 22 mg.kg'l.j'1 pendant trois semaines
induisait une baisse de fertilité de 50 % (Kamrin, 1997). Une autre étude sur le

dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) a démontré la relation entre I'épaisseur des coquilles d’ceufs de

ey
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faucon pélerin et la concentration de DDT chez cet oiseau (Ratcliffe, 1970). Le DDT est impliqué dans la

diminution des populations de ce rapace.

De plus, les pesticides chlorés sont comme les PCB des perturbateurs du systéeme endocrinien.
Des études in vitro ont démontré une activité ocestrogénique pour le DDT et ses métabolites ainsi que
pour le trans-nonachlore (Klotz et al.., 1996). On ne connait pas d’effet mutagene, tératogéne, ni
cancérigéne pour ces composés, mis a part pour I’hexachlorobenzéne (HCB) et la dieldrine qui ont des
effets tératogenes a fortes doses, et le chlordane et I’heptachlore qui sont classés comme cancérigenes
probables par I'EPA (Environnemental Protection Agency (USA)). De plus les pesticides chlorés, sont
comme les PCB et les PBDE des perturbateurs du systeme endocrinien et semblent présenter le méme

type de toxicité cérébrale.

IV. MATERIELS ET METHODES

IV.1 La collecte de biopsies

Pour les projets: 11-001: la présente étude, 11-003 : Etude génétique de la structure de la
population de rorquals communs de Méditerranée nord-ouest et de son statut de conservation et 11-
004 : Indication du statut physiologique reproducteur par analyse hormonale des rorquals communs du
sanctuaire PELAGOS, la méthode de terrain consiste en des prélevements d’échantillons sur animaux
vivants. Les campagnes de biopsies sont couplées pour les trois projets et les résultats de terrain sont

donc identiques pour chacun des trois rapports.
Chaque échantillon recueilli servira a I'analyse des polluants, hormones et génétique.

L'échantillon de la biopsie est divisé en 3 sous échantillons, avec séparation de la peau et du lard
tout d'abord, puis a nouveau division en 2 morceaux pour la peau uniquement. Le conditionnement des
sous échantillons se fera comme précisé dans la Figure 6 dans des micros tubes stériles en polypropyléne

de 2 mL. lls seront ensuite congelés a bord.
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Figure 6 : Coupe de I'échantillon pour les analyses

Les échantillons sont conditionnés dans des tubes type Eppendorf pré- étiquetés.

Tableau 5 : Conditionnement des sous-échantillons

Analyse Echantillon Conditionnement Conservation

Polluant (odontocétes)

Lard Micro tube vide étiquette jaune Congélation

Hormone (mysticétes)
Isotope Peau Micro tube vide étiquette bleue Congélation
Génétique Peau Micro tube avec DMSO étiquette noire Congélation

Le mode de vie des cétacés qui ne passent que quelques pour-cent de leur vie en surface, et les
contraintes du travail en mer au large, limitent fortement les options pour prélever des tissus sur des
animaux vivants. Il n'est ici aucunement question de capturer ou d’endormir les animaux comme cela est
souvent pratiqué en milieu terrestre. Le prélevement est effectué "a la volée" au moment ou les animaux

sont accessibles en surface.

Les biopsies sont réalisées a I'aide d'une fleche d'arbalete. En paralléle au prélevement, une photo

permettant d’identifier I'animal est réalisée selon un protocole strict.

(7]
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Figure 7 : Collecte de la biopsie avec une arbaléte a bord du pneumatique-récupération de I'échantillon avec le lard qui dépasse de la pointe- préparation de
I'échantillon, séparation de la peau pour les analyses génétiques et du gras pour les analyses de polluants- tous les tubes sont congelés a bord.

IV. 2 Les moyens mis en ceuvre

IV.2.1 MOYENS HUMAINS

En 2010 et 2011, I'équipe était constituée d’un chef de mission : Denis Ody, d’un coordinateur de
mission : Fabienne Delacourtie et Aurélie Tasciotti, d’un tireur et photographe : Frédéric Bassemayousse,
d’un skipper et d’un second ainsi que de 44 bénévoles qui se sont relayés tout au long de ces semaines

d’études.

L’équipe minimum d’observateurs est de trois personnes qui surveillent la mer durant des quarts
de 2h. Toutes les deux heures, I’équipe est relayée par trois autres observateurs. Si un rorqual commun,
un cachalot ou un globicéphale noir est observé, tous les observateurs sont mobilisés : trois personnes
embarquent dans le pneumatique et trois autres restent a bord du WWF-Columbus pour orienter le

pneumatique avec une VHF.

Les observateurs mobilisés sont pour la plupart des bénévoles expérimentés ayant déja travaillé

les années précédentes sur les missions Cap Cétacés ou Objectifs Cétacés.
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IV.2.2 MOYENS TECHNIQUES

Un bateau de 19 m de long pouvant embarquer six observateurs, le WWF-Columbus, est affrété

par le WWEF-France ainsi qu’un pneumatique utilisé pour I'approche des animaux lors des biopsies.

Pour I'observation en transect, le matériel nécessaire est une paire de jumelles, des feuilles de
saisies et de route ainsi qu’un PAD (ordinateur de poche) pour noter toutes les observations et les
conditions d’observations. (L'étude de la distribution a été réalisée en se basant sur la méthode du

transect linéaire décrite par Buckland et al., 1993).

Lors d’une rencontre avec un rorqual commun, un cachalot ou un globicéphale noir, tout le
matériel de biopsie est embarqué a bord du pneumatique ainsi que les appareils photos pour faire de la
photo-identification des individus. Pour les cachalots le repérage et le suivi sont facilités par la mise en
ceuvre d’un hydrophone. Il permet de signaler leur présence sous la surface (80 % du temps) et
d’identifier le moment de la remontée (arrét des clics). Depuis 2011 un hydrophone directionnel assez
rustique utilisé a bord du pneumatique a permis de diminuer considérablement la distance avec les

animaux lorsqu’ils font surface et d’améliorer ainsi les conditions de la biopsie.

IV.3 Analyse des polluants

IV.3.1 ECHANTILLONNAGE

Les prélevements de graisse ont été réalisés en Méditerranée durant les étés 2010 et 2011 sur
deux especes d’odontocetes : le cachalot (Physeter macrocephalus) et le globicéphale noir (Globicephala
melas). Les échantillons ont été codés par année de prélévement, la série E correspondant aux animaux
échantillonnés en 2010, la série F a ceux de 2011. Au total, 32 globicéphales (17 femelles et 15 males) et

31 cachalots (10 femelles et 21 males) ont pu étre échantillonnés.

IV.3.2 PREPARATION DES ECHANTILLONS

Les échantillons de graisse ont été traités sans préparation préalable. Les prises d’essai varient en
fonction des individus entre 0,05 et 0,31g (soit en moyenne 0,14 + 0,06g) pour les globicéphales et entre

0,32 et 1,37g (soit en moyenne 0,66 + 0,18g) pour les cachalots.
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Les échantillons ont été traités par extraction sous fluide pressurisé (ASE: Assisted Solvent
Extraction). Les échantillons ont été introduits dans des cellules métalliques (Figure 8) puis ont été

extraits selon les conditions décrites dans le Tableau 7 (Tapie et al., 2008).

TR T T Ty
R T

Echantillon
Billes de verre

Filtre en cellulose

Figure 8: Préparation de la cellule avant extraction par ASE.

Tableau 6 : Conditions d’extraction des échantillons par ASE.

Température 100°C

Phase statique 8 min

Cycle 1

Solvant Dichlorométhane
Pression 130 bars

Temps de chauffe 5 min

Volume de flush 60 %

Temps de purge 60s

Matériel de comblement Billes de verre (Roth)

Dans ce type d’extraction, le solvant, en contact avec I'échantillon, est soumis a une pression
élevée permettant d’augmenter sa température d’ébullition et donc de le maintenir sous forme liquide a
haute température, facilitant ainsi I'extraction a chaud des analytes recherchés. L’extrait organique est

ensuite directement récupéré dans des flacons ambrés (Figure 9).

(7]

30



Partenariat scientifique GIS 3M - Parc national de Port-Cros (Animateur de PELAGOS France)
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Figure 9: Photographie et schéma de principe du systeme d'extraction ASE200 (Diorex).

Afin de permettre I'analyse des polluants organiques persistants (POP) et la détermination du
taux de lipides par gravimétrie sur le méme extrait, 'extrait obtenu a été séparé en 2, dans une

proportion 4/5 pour I'analyse des POP et 1/5 pour le taux lipidique.

a) Analyse des PCB, PBDE et OCP

La fraction de I'extrait organique récupéré pour I'analyse des PCB, PBDE et OCP est traitée selon le
protocole de dosage illustré a la Figure 10. Les étalons internes (CB 30, CB 103, CB 155 et CB 198) sont
ajoutés gravimétriquement a I'extrait pour la quantification. Apres ajout de 1 ml d’isooctane, |'extrait est
reconcentré par un évaporateur sous vide (RapidVap®, Labconco). L’extrait reconcentré est repris pour
une purification sur colonne de silice acide. La purification a pour but d’éliminer les molécules
interférentes pouvant géner la quantification des PCB, PBDE et OCP. D’une part, I'acide fixé sur Ila
colonne permet une oxydation ménagée qui permet d’éliminer les lipides présents dans I'extrait, ainsi
gue les molécules les moins stables et d’autre part la purification par chromatographie d’adsorption sur

colonne de silice élimine les composés interférents les plus polaires (Tapie et al., 2008).

Apreés conditionnement de la colonne, I'extrait est déposé en téte de colonne, puis élué trois fois
avec 5 mL d’'un mélange pentane/dichlorométhane (90:10, v:v). L’éluat est récupéré, reconcentré et
repris dans 90 upL d’isooctane. Un étalon de rendement (octachloronaphtaléne) est ajouté par
gravimétrie en fin de manipulation afin de calculer pour chaque échantillon le taux de récupération des
composeés suivis et de valider ainsi chague mesure. L’échantillon est ensuite injecté en chromatographie
en phase gazeuse couplée a un détecteur a capture d’électrons (GC-ECD) pour I'analyse des PCB, PBDE et

OCP.

%5. " X0 S
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.

| Ajout des étalons internes |

| Reconcentration sous flux d’azote |

Purification sur colonne de silice acidifiée
Elution 3 x 5 mL (Pentane / DCM) (90 : 10)

| Reconcentration sous flux d’azote |

| Ajout de I'étalon seringue |

| Analyse GC / ECD |

Figure 10: Protocole de traitement des échantillons de graisse de rorquals pour I’analyse des PCB, PBDE, OCP

b) Evaluation des taux de lipides

L’aliquote pour I’évaluation des taux de lipides a été évaporée a sec sous flux d’azote et la masse
de matiere seche restante pesée. Cette masse est une approximation de la quantité de lipides présente
dans I’échantillon, ramenée a la quantité d’échantillon extrait, ce qui permet de calculer un taux de

lipides (Marsili et Focardi, 1997, Bodin et al., 2009).
IV. 4 Le sexage des individus

IV.4.1 EXTRACTION D’ADN
Le protocole utilisé est celui qui a été adapté et amélioré en 2008.

Lintégrité, la qualité et la quantité de I'ADN extrait sont vérifiées respectivement par

électrophorese sur gel d’agarose (0,8%) et par spectrophotométrie aux UV (260nm et 280 nm).

Les ADN extraits sont aliquotés et ajustés a une concentration de 50 ng.uL™" pour la suite des

expérimentations.
IV.4.2 IDENTIFICATION DU SEXE

L’identification du sexe repose sur I'amplification des fragments d’ADN spécifiques du gene ZF-X
(porté par le chromosome X) et du géne ZF-Y (porté par le chromosome Y) selon Bérubé et Palsboll

(1996).
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Le travail a été réalisé sur la plateforme de génotypage du CIRAD (http://umr-

dap.cirad.fr/media/plateformes/genotypage et _robotique).

Une extension d’ADN M13 (surligné en jaune) a été ajoutée a I'extrémité 5’ des amorces
« reverse » (R) spécifiques du géne ZF-X (ZFX
923R :5’CACGACGTTGTAAAACGACAGAATATGGCGACTTAGAACG3’) et ZF-Y (ZrY 767R : 5’
CACGACGTTGTAAAACGACTTTGTGTGAACTGAAATTACA3’) servant a I'amplification d’ADN (PCR:
polymerase chain reaction). Une amorce M13 marquée avec le chromophore IRD700 (« colorant rouge »)
sera ajoutée dans les réactions de PCR spécifique du gene ZF-X tandis qu’une amorce M13 marquée avec
le chromophore IRD800 (« colorant vert ») sera ajoutée dans les réactions de PCR spécifique du géne ZF-

Y.

Les produits de I'amplification sont alors visualisés sur un séquenceur automatique (Li-Cor®). Le

systéme Li-Cor® permet de visualiser 2 images de migration en méme temps (Figure 11).

Il est donc possible de multiplexer les produits de PCR obtenus par différents marqueurs a la fois
en fonction de la taille des alleles, et selon le marquage des amorces par I'un des 2 colorants IRD700 ou

IRD800.

Le fragment amplifié pour le gene ZF-X porté par le chromosome X est constitué de 425 paires de

bases fluorescant en rouge (Figures 11 & 12).

Le fragment amplifié pour le gene ZF-Y porté par le chromosome Y est constitué de 269 paires de

bases fluorescant en vert (Figures 11 & 12).

Amplification d’ADN avec les Séparation des ADN en fonction de leur
amorces spécifiques de taille (pb : paires de bases) par
chaque chromosome électrophorése
Male - <« ¥ mmm 425 pb
X I I
Y — 269 pb
Femelle - < w425 pb
X
X —p < 269 pb

Figure 11: Principe de la détermination du sexe d’un individu par amplification spécifique des génes ZF-Y et/ou ZF-X portés respectivement par les
chromosomes Y et X. L’amplification d’ADN se fait donc entre 'amorce ZFYX 582F (fleche noire) commune aux deux séquences et les amorces ZFY 76 7R
(fleche verte) pour Y et ZFX 923R (fleche rouge) pour X.

L’analyse de I"électrophorese, Figure 12, permet sans ambigiité d’identifier les individus males et femelles.
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Figure 12: Electrophoreése sur séquenceur automatique Li-Cor®. La fluorescence rouge correspond le produit d’amplification marqué avec I’ IRD700
spécifique de I'alléle « femelle », en vert correspond le produit d’amplification marqué avec I’ IRD800 spécifique de I'allele «male ».

V. RESULTATS

V.1 Campagnes en mer et effort d’observation

Les données d’observation proviennent de 2 années de campagnes. Ces observations ont été faite

entre 2010 et 2011.

Au total, 90 journées en mer pour 939 heures d’observations sur deux ans auront été nécessaires

a la réalisation de cette étude :
- en 2010, 433 heures d’effort pour 42 jours de mer
-eten 2011, 506 heures d’effort pour 48 jours.
V.1.1 EFFORT DE PROSPECTION

En 2010 au cours des 42 jours, 2 963 km ont été parcourus en effort d’observation. En 2011, au
cours des 48 jours, 4 411 km ont été parcourus en effort d’observation. En 2010 comme en 2011, les
directions prises ont été dictées par les zones olu sont habituellement rencontrés les animaux mais

surtout par les aléas météorologiques.
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Tableau 7: Synthése des distances parcourues en effort d’observation en 2010
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Carte 1: Effort de prospection réalisé entre juin et septembre 2010 et juin et octobre 2011.

Au total, sur les deux années d’étude, au cours de 90 jours de mer, 7 374 km en

effort d’observation auront été parcourus.

V.1.2 LES OBSERVATIONS REALISEES EN 2010 eT 2011

Au cours des deux années d’observation, sur 90 jours d’embarquement, 7 especes différentes de

cétacés ont été observées: 290 observations (2 361 individus estimés) de dauphins bleus et blancs

(Stenella coeruleoalba), 145 observations (300 individus estimés) de rorquals communs (Balaenoptera

physalus), 31 observations (93 individus estimés) de cachalots (Physeter macrocephalus), 16 observations

(75 individus estimés) de delphinidés non identifiés, 8 observations (73 individus estimés) de dauphins de

Risso (Grampus griseus), 7 observations (165 individus estimés) de globicéphales noirs (Globicephala

melas), une observation (5 individus estimés) de grands dauphins (Tursiops truncatus) et une observation

de baleine de cuvier (Ziphius cavirostris).

%
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Répartition des observations

W Balaenoptera physalus
B Physeter macrocephalus
H Globicephala melas

u Stenella coeruleoalba

B Grampus griseus

W Tursiops truncatus

W Ziphius cavirostris

M Petit Cétacé Indéterminé

Figure 13: Répartition des observations de chaque espéce lors des campagnes Cap Cétacés 2010 et 2011.

Tableau 8 : Synthése du nombre d'observations et du nombre d'individus estimés au cours de la campagne Cap Cétacés 2010.

Espece

Balaenoptera physalus

Physeter macrocephalus

Globicephala melas

Grampus griseus

Stenella coeruleoalba

Tursiops truncatus

Petit Cétacé Indéterminé

Total

Nombre de jours de suivi

Juin

17 (41)

1(1)

00

2 (8)

28 (166)

00

1(1)

49 (217)

Juillet

17 (50)

2(2)

1 (15)

3 (14)

27 (246)

0(0)

1(2)

51 (329)

Aolit

17 (24)

6 (21)

1(25)

0 (0)

44 (301)

0(0)

0 (0)

68 (371)

14

37

Septembre

14 (25)

3(13)

0(0)

0 (0)

16 (58)

1(5)

1 (10)

35 (111)

Total

65 (140)

12 (37)

2 (40)

5 (22)

115 (771)

15

3(13)

203 (1 028)

42

Effectifs
moyens

2,1

3,2

20

4,4

43
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Tableau 9: Synthése du nombre d’observations et du nombre d’individus estimés en 2011.

Espece Juin Juillet/Aolt Septembre Octobre Total Effectifs
moyens
Balaenoptera physalus 26(53) 45 (89) 2(2) 7(16) 80 (160) 2
Physeter macrocephalus 1(1) 6(6) 7(29) 5(20) 19(56) 2.9
Globicephala melas 0(0) 3 (58) 1 (60) 1(7) 5(125) 25
Grampus griseus 0(0) 1(1) 1 (20) 1(30) 3 (51) 17
Stenella coeruleoalba 39 (313) 81 (689) 31 (327) 24 (261) 175 (1590) 9
Ziphius cavirostris 0 (0) 1(2) 0 (0) 0 (0) 1(2) 2
Petit Cétacé Indéterminé 3 (16) 5 (27) 1(10) 4(11) 13 (64) 4.9
Total 49 (217) 51 (329) 68 (371) 35 (111) 296 (2048)
Nombre de jours de suivi 11 21 10 6 48

En 2010 Au cours des 2963 km, 203 observations de cétacés ont permis de recenser 1 028

individus.
I N ombre d'observations
707 Distance parcourue ., T 1200
+ 1000
2 I
;% T 800 &
> 2
) S
I e}
5 L 600 £
el Q
2 g
a
£ 1400 §
L
z o
+ 200
O
Juin Juillet Aot Septembre
Figure 14: Nombre d’observations de cétacés (barre bleue) en fonction de I'effort de recherche (courbe rouge) en 2010.
GIS
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Tableau 10: Synthése du nombre d’observation et d’individus rencontrés pour les espéces de cétacés en 2010.

Balaenoptera physalus Juin 727 17 0,023 Y| 0,056

Juillet 470 17 0,036 50 0,106

Aot 1160 17 0,015 24 0,021

Septembre 606 14 0,023 25 0,041

Total 2963 65 0,022 140 0,047
Grampus griseus Juin 727 2 0,003 8 0,011

Juillet 470 3 0,006 14 0,030

Aolt 1160 0 0,000 0 0,000

Septembre 606 0 0,000 0 0,000

Total 2963 5 0,002 22 0,007
Globicephala melas Juin 727 0 0,000 0 0,000

Juillet 470 1 0,002 15 0,032

Aolt 1160 1 0,001 25 0,022

Septembre 606 0 0,000 0 0,000

Total 2963 2 0,001 40 0,013
Physeter macrocephalus Juin 727 1 0,001 1 0,001

Juillet 470 2 0,004 2 0,004

Aolt 1160 6 0,005 21 0,018

Septembre 606 3 0,005 13 0,021

Total 2963 12 0,004 37 0,012
Stenella coeruleoalba Juin 727 28 0,039 166 0,228

Juillet 470 27 0,057 246 0,523

Aolt 1160 44 0,038 301 0,259

Septembre 606 16 0,026 58 0,096

Total 2963 115 0,039 7 0,260
Toutes espéces confondues Juin 727 49 0,067 217 0,298
Juillet 470 51 0,109 329 0,700

Aolt 1160 68 0,059 371 0,320

Septembre 606 35 0,058 111 0,183

GIS @2{':&125
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En 2011 au cours des 4 411 km, 296 observations de cétacés ont été réalisées soit 2048 individus
estimés. De la méme fagon qu’en 2010 ou pour les années précédentes, les mois de juillet et d’ao(t sont
les plus favorables avec un taux de rencontre toutes especes confondues nettement supérieur aux autres

mois.

Nombre d'observations
Distance parcourue (|

& S @ @
\)\}\ vS) Q‘ ~0‘
é.\\ ©
I
N ) —— Distance parcourue

mmm Nombre d'observations

Figure 15: Nombre d’observations de cétacés (barre bleue) en fonction de I'effort de recherche (courbe rouge) en 2011.

Tableau 11: Synthése du nombre d’observations et du nombre d’individus estimés au cours de la campagne Cap Cétacés 2011.

Juin 1130,0 26 0,023 53 0,047
Juillet/Aolit 2103,8 45 0,021 89 0,042

Septembre 679,1 2 0,003 2 0,003

Balaenaptera physalus Octobre 498, 1 7 0,014 16 0,032
Total 4411,0 80 0,018 160 0,036
Juin 1130,0 0 0,000 0 0,000

Juillet/Aolit 2103,8 1 0,000 1 0,000

Septembre 679,1 1 0,001 20 0,029

Grampus griseus Octobre 498,1 1 0,002 30 0,060

Total 4411,0 3 0,001 51 0,012
Globicephala melas Juin 1130,0 0 0,000 0 0,000

% w0 @' .,
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Juillet/Aodt 2103,8 3 0,001 58 0,028

Septembre 679,1 1 0,001 60 0,088

Octobre 498,1 1 0,002 7 0,014

Total 4411,0 5 0,001 125 0,028
Juin 1130,0 1 0,001 1 0,001

Juillet/Aodt 2103,8 6 0,003 6 0,003

Septembre 679,1 7 0,010 29 0,043

Physeter macrocephalus Octobre 498,1 5 0,010 20 0,040
Total 4411,0 19 0,004 56 0,013
Juin 1130,0 39 0,035 313 0,277

Juillet/Aodt 2103,8 81 0,039 689 0,328

Septembre 679,1 31 0,046 327 0,482

Stenella coeruleoalba Octobre 498,1 24 0,048 261 0,524
Total 4411,0 175 0,040 1590 0,360
Juin 1130,0 0 0,000 0 0,000

Juillet/Aodt 2103,8 1 0,000 2 0,001

Septembre 679,1 0 0,000 0 0,000

Ziphius cavirostris Octobre 498,1 0 0,000 0 0,000

Total 4411,0 1 0,000 2 0,000
Juin 1130,0 3 0,003 16 0,014

Juillet/Aodt 2103,8 5 0,002 27 0,013

Septembre 679,1 1 0,001 10 0,015

Cétaces indétermineés Octobre 498,1 4 0,008 11 0,022
Total 4411,0 13 0,003 64 0,015
Juin 1130,0 69 0,061 383 0,339

Juillet/Aodt 2103,8 142 0,067 872 0,414

Toutes especes confondues ¢ mire 679,1 43 0,063 448 0,660

tQ rt-Cros
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Octobre 498,1 42 0,084 345 0,693

Toutes les observations ont été cartographiées. La Carte 2 ci-dessous permet de visualiser toutes
les observations de tous les cétacés au cours des deux années de campagne puis les Cartes 3 et 4

permettent de voir la distribution des espéces ciblées : cachalot et globicéphale noir.

Observations réalisées en 2010 et 2011
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FRANCE

Pz Skl *  Requal commun
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100N
[ ]
© Ghbizophels noi
Dauphin blew et blanc
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«  Grand dauin
© Dauphin sp
Couche bathymétrigue
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Cm
100-200 m
I zonso0m
I s00-1 000 m
B -1 s00m

EONPNT T ance. novembre 2011
1'de Dotane €1 Thes

SARDAIGNE Fonz dz carta 13 S

Carte 2: Observation des cétacés, toutes espéces confondues, réalisées en 2010 et 2011.
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Au cours des campagnes 2010 et 2011, il y a eu 31 observations de cachalots, distribuées selon la
Carte 3.

-

Observations de cachalots en 2010 et 2011
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Carte 3: Distribution des observations de cachalots en 2010 et 2011

Au cours des campagnes 2010 et 2011, il y a eu 7 observations de globicéphales noirs, distribuées
selon la Carte 4.

z

Observations de globicéphales noirs en 2010 et 2011
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Carte 4: Distribution des observations de globicéphales noirs en 2010 et 2011.

GIS
i 43




Partenariat scientifique GIS 3M - Parc national de Port-Cros (Animateur de PELAGOS France)

V. 1. 3 LES BIOPSIES REALISEES EN 2010 eT 2011

En 2010 sur les 42 jours de campagnes, 95 biopsies ont été réalisées: 74 sur des rorquals
communs, 5 sur les globicéphales noirs et 16 sur des cachalots. Sur le nombre total d’individus estimés

(217), 44% des individus ont été biopsiés.

En 2011 sur les 48 jours de campagnes, 125 biopsies ont été réalisées: 82 sur des rorquals
communs, 27 sur les globicéphales noirs et 15 sur des cachalots. Au cours de la saison 2011, comme en
2010, en moyenne, la moitié des rorquals communs rencontrés ont été biopsiés. Concernant les
cachalots, si I'on compare les résultats 2011 a ceux de 2010 le nombre de biopsies est constant. Au total

en 2011, sur le nombre d’individus estimés pour les trois espéces, 37% des individus ont été biopsiés.

En 2011, les biopsies de cachalot ont été grandement facilitées par la mise au point d’'un
hydrophone qui permet de repérer le gisement de I'animal et d’évaluer sa distance selon l'intensité des
clics émis. De nombreux jeunes ont été observés cette année, individus pour lesquels les biopsies n’ont

pas été réalisées ce qui explique que le taux soit resté constant.

N Localisation des biopsies réalisées au cours de la campagne Cap cétacés 2010
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Carte 5: Localisation des biopsies effectuées sur les cachalots, globicéphales noirs et rorquals communs lors de la campagne Cap Cétacés 2010.
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N Localisation des biopsies réalisées au cours de la campagne Cap Cétacés 2011
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Carte 6: Localisation des biopsies effectuées sur les cachalots, globicéphales noirs et rorquals communs lors de la campagne Cap Cétacés 2011.

V.2 Le sexage des individus

Pour chacune des biopsies recueillies, le sexage des individus a été réalisé (Tableaux 12, 13,

14,15).

Tableau 12: Liste des biopsies de globicéphales noirs et sexe associé réalisées en 2010.

E-G1 1 22/07/10 F
E-G2 1 22/07/10 F
E-G3 1 10/08/10 M
E-G4 1 10/08/10 F
E-G5 1 10/08/10 M

Tableau 13: Liste des biopsies de cachalots et sexe associé réalisées en 2010.

E-C1 1 25/06/10 M
E-C2 1 21/07/10 M
E-C3 1 10/08/10 M
E-C4 1 10/08/10 M
E-C5 1 10/08/10 F
E-C6 1 10/08/10 F
E-C7 1 10/08/10 F
E-C8 1 10/08/10 F
E-C9 1 10/08/10 F
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E-C10 1 10/08/10 F
E-C11 1 10/08/10 F
E-C12 1 10/08/10 F
E-C13 1 07/09/10 F
E-C14 1 11/09/10 M
E-C15 1 11/09/10 M
E-C16 1 11/09/10 M
Tableau 14: Liste des biopsies de globicéphales noirs et sexe associé réalisées en 2011.

Code échantillon Echantillon peau DMSO Date biopsie Sexe
F-G1 1 02/08/2011 F
F-G2 1 02/08/2011 F
F-G3 1 02/08/2011 F
F-G4 1 02/08/2011 M
F-G5 1 02/08/2011 M
F-G6 1 02/08/2011 M
F-G7 1 13/08/2011 F
F-G8 1 13/08/2011 F
F-G9 1 13/08/2011 F

F-G10 1 13/08/2011 M
F-G11 1 13/08/2011 F
F-G12 1 13/08/2011 M
F-G13 1 13/08/2011 M
F-G14 1 13/08/2011 M
F-G15 1 16/08/2011 M
F-G16 1 06/09/2011 M
F-G17 1 06/09/2011 M
F-G18 1 06/09/2011 F
F-G19 1 06/09/2011 F
F-G20 1 06/09/2011 M
F-G21 1 06/09/2011 F
F-G22 1 06/09/2011 M
F-G23 1 06/09/2011 F
F-G24 1 06/09/2011 F
F-G25 1 06/09/2011 M
F-G26 1 06/10/2011 F
F-G27 1 06/10/2011 F
Tableau 15: Liste des biopsies des cachalots et sexe associé réalisées en 2011.

Code échantillon Echantillon peau DMSO Date biopsie Sexe
F-C1 1 17/06/2011 M
F-C2 1 02/08/2011 M
F-C3 1 02/08/2011 M
F-C4 1 05/08/2011 M
F-C5 1 11/08/2011 M
F-C7 1 15/08/2011 M
F-C8 1 15/08/2011 M
F-C9 1 11/09/2011 M
F-C10 1 11/09/2011 M
F-C11 1 12/09/2011 M
F-C12 1 14/09/2011 F
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F-C13 1 05/10/2011 M
F-C14 1 05/10/2011 M
F-C15 1 08/10/2011 M
F-C16 1 08/10/2011 M

V.3 Contamination

Concernant les especes Physeter macrocephalus et Globicephala melas, les analyses des années
précédentes ont montré un niveau de contamination élevé mais le trop faible nombre d’échantillons
collectés n’a pas permis d’établir un niveau « de référence » suffisamment robuste. Au cours des années

2010 et 2011 un grand nombre d’échantillons a été récolté et a permis d’obtenir des analyses fiables.

V.3.1 EVALUATION DES TAUX DE LIPIDES

Le taux de lipides de chaque biopsie a été évalué par détermination du taux de matiere

extractible par solvant (Bodin et al., 2009).

a) Globicéphales noirs

Les taux de lipides moyens exprimés en pourcentage de matiere fraiche retrouvés dans les
biopsies de globicéphales sont de 21,6 £+ 11,9 % pour I'ensemble des animaux échantillonnés, et
respectivement de 23,0 £ 10,7 % pour les femelles et 20,0 + 13,3% pour les males. Aucune différence
significative de teneur lipidique n’a pu étre mise en évidence entre les deux sexes (Mann Whitney, p 2
0,05). En revanche les taux de lipides sont nettement supérieurs en 2010 mais le petit nombre
d’échantillons pour cette année ne permet pas de conclure. En moyenne, les teneurs lipidiques
retrouvées sont cohérentes avec celles observées dans la littérature dans la couche externe de graisse

des globicéphales (Koopman, 2007).

i
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Figure 16: Taux de lipides (évalués par le pourcentage de matiére extractible par solvant) des biopsies de globicéphales.

b) Cachalots

Les taux de lipides moyens exprimés en pourcentage de matiere fraiche retrouvés dans les
biopsies de cachalots sont de 10,7 + 9,3 % pour l'ensemble des animaux échantillonnés, et
respectivement de 17,6 + 8,7 % pour les femelles et 6,8 + 7,4% pour les males. Le taux de lipides des
animaux échantillonnés en 2010 est significativement supérieur a celui de 2011 (Kruskal-Walis, p< 0,05).
Dans la mesure ou I’échantillonnage de 2011 est malheureusement composé presque exclusivement de
male en 2011 (14 pour 1 femelle) on pourrait penser qu’il s’agit d’'une différence liée au sexe, mais la
comparaison des males et des femelles de 2010 ne montre pas de différences significatives (Mann-

Whitney, p>0,05). Ces valeurs sont relativement faibles comparées a celles de la littérature, en particulier

en 2011.
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Figure 17: Taux de lipides (évalués par le pourcentage de matiére extractible par solvant) des biopsies de cachalots.
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V.3.2 CONTAMINATION GLOBALE EN PCB, PBDE eT OCP

La totalité des composés chimiques recherchés a été détectée dans les échantillons analysés (CB
18, CB 50, CB 28, CB 52, CB 44, CB 101, CB 118, CB 153, CB 105, CB 138, CB 187, CB 180, CB 170, BDE 47,
BDE 99, BDE 153, HBCD, lindane, 2,4'-DDE, 4,4'-DDE, 2,4'-DDD, 4,4'-DDD, 2,4'-DDT, 4,4'-DDT). Les
résultats sont présentés sous la forme de la somme des 7 PCB indicateurs (CB 28, CB 52, CB 101, CB 118,
CB 138, CB 153, CB 180) afin de faciliter la lecture des données et leur comparaison avec celles de la
littérature. Les résultats PBDE et OCP totaux correspondent a la somme des composés analysés. Les
résultats OCP sont présentés comme étant la somme des congéneres de DDT, DDD, DDE et de la
dieldrine qui coélue avec le 4,4’DDE. Le lindane qui représente moins de 1 % de la somme totale des OCP

n’a pas été inclus dans cette somme.

a) Globicéphales noirs

La figure 18 illustre les contaminations moyennes totales par sexe pour les trois classes de
composés analysés (PCB, PBDE et OCP) rapportées au poids frais d’une part (ng.g™ pf) et a la teneur
lipidique d’autre part (ng.g™ pl). Les concentrations moyennes en pesticides organochlorés retrouvées
dans les globicéphales sont supérieures aux concentrations en PCB (respectivement 12 542 +
13225 ng.g™ pf ou 56 621 + 40 933 ng.g™* pl pour la somme des DDT et 6 770 + 5 591 ng.g™* pf ou 31 465
+ 16 593 ng.g™ pl pour les 7 PCB). Les concentrations en PBDE sont significativement plus faibles (182 +
151 ng.g™ pf ou 833 +425 ng.g™ pl). Les concentrations en HBCD sont quant a elles trés faibles (5,2 + 6,4
ng.g” pf ou 23,1 + 23,2 ng.g™ pl). Aucune différence significative n’a pu é&tre mise en évidence entre la
contamination des males et des femelles (Mann Whitney, p=0,005) quelle que soit la classe de

contaminants considérée.
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Figure 18: Niveaux de contamination moyens en PCB, pesticides organochlorés et PBDE retrouvés dans les biopsies de globicéphales exprimés en ng.g’1 pf

(2 gauche) et ng.g™ pl (2 droite).

La forte stratification de la couche de graisse chez les odontocetes peut entrainer une variabilité

importante de la teneur lipidique de I’échantillon cutané. Les concentrations de Polluants Organiques

Persistants (POP) tels que les PCB, les OCP et les PBDE sont généralement corrélées a la teneur lipidique

(composés lipophiles) ; ainsi un échantillon présentant une teneur lipidique plus élevée que la moyenne

risque de présenter une concentration en POP plus élevée. C’est pour cette raison que classiquement les

comparaisons de niveaux de POP sont réalisées sur des concentrations exprimées en ng.g™ pl. Les Figures

19 et 20 représentent la variabilité des concentrations exprimées en ng.g™ pl pour les différentes classes

analysées. On peut remarquer que, contrairement a ce qui est attendu chez les mammiféeres, aucune

différence significative de contamination entre les 2 sexes n’a pu étre mise en évidence.
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Figure 19: Variabilité du niveau de contamination en PCB (somme des 7 PCB indicateurs) retrouvés dans les biopsies de globicéphales exprimés en ng.g” pl.
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Figure 20: Variabilité du niveau de contamination en pesticides organochlorés (somme des DDT) retrouvés dans les biopsies de globicéphales exprimés en
-1
ng.g" pl.
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Figure 21: Variabilité du niveau de contamination en PBDE (somme des PBDE) retrouvés dans les biopsies de globicéphales exprimés en ng.g™ pl.

b) Cachalots

La figure 22 illustre les contaminations moyennes totales par sexe pour les trois classes de
composés analysés (PCB, PBDE et OCP) rapportées au poids frais d’une part (ng.g™ pf) et a la teneur
lipidique d’autre part (ng.g™ pl). Les concentrations moyennes en pesticides organochlorés retrouvées
dans les cachalots sont supérieures aux concentrations en PCB (respectivement 3 120 + 4 629 ng.g™ pf ou
36 427 + 38 991 ng.g"* pl pour la somme des DDT et 1 507 + 1 450 ng.g™* pf ou 18 702 + 13 992 ng.g" pl
pour les 7 PCB). Les concentrations en PBDE sont significativement plus faibles (30 + 28 ng.g™ pf ou 327 +
187 ng.g"1 pl). Les concentrations de HBCD sont extrémement faibles (1,2 + 2,3 ng.g'1 pfou 11,9 + 18,0

ng.g" pl).
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Figure 22: Niveaux de contamination moyens en PCB, pesticides organochlorés et PBDE retrouvés dans les biopsies de cachalots exprimés en ng.g’1 pf(a
gauche) et ng.g™ pl (a droite).

Afin de pouvoir observer la variabilité des niveaux de concentration et comparer les niveaux
d’imprégnation, 'ensemble des données a été exprimé en ng.g™ pl. Une différence de contamination
significative est observée entre les deux sexes, les femelles étant significativement moins contaminées
que les males. Ceci s’explique par le fait que les femelles chez les mammiferes se « détoxifient »
lorsqu’elles mettent bas et allaitent leurs petits. Il a été montré chez les dauphins bleu et blanc (Stenella
coeruleoalba) que les femelles peuvent perdre jusqu’a 90% de leurs charges en POP pendant la gestation
et la lactation (Marsili et Focardi, 1997 ; Borell et al.., 1995 ; Tanabe et al.., 1982). Ce résultat a été
confirmé récemment chez le péponocéphale (Peponocephale electra) (Kajiwara et al., 2008), avec des

pertes d’environ 85% des teneurs en POP (PBDE, PCB, OCP) chez les femelles.
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Figure 23: Variabilité du niveau de contamination en PCB (somme des 7 PCB indicateurs) retrouvés dans les biopsies de cachalots exprimés en ng.g™ pl.
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Figure 24: Variabilité du niveau de contamination en pesticides organochlorés (somme des DDT) retrouvés dans les biopsies de cachalots exprimés

en ng.g” pl.
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Figure 25: Variabilité du niveau de contamination en PBDE (somme des PBDE) retrouvés dans les biopsies de cachalots exprimés en ng.g™ pl.
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V.3.3 PROFIL DE CONTAMINATION

a) Globicéphales noirs

Au total 19 congéneres de PCB ont été analysés (CB 08, CB 18, CB 50, CB 28, CB 52, CB 44, CB 66,
CB 101, CB 118, CB 153, CB 105, CB 138, CB 187, CB 128, CB 180, CB 170, CB 195, CB 206, CB 209). Afin
d’établir un profil de contamination, ces congénéres ont été regroupés par degré de chloration et les
concentrations de chaque groupe normalisées par rapport a la concentration en PCB totaux (Figure 26).

Les composés possédant deux et trois chlores représentent moins de 1 % des PCB totaux, les tétrachlorés

G’ S 53 ‘Ql :
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environ 2-3 % et les pentachlorés environ 10 %. Le profil de contamination par les PCB est dominé par les
hexa- et heptachlorés, représentant respectivement 47-55 % et 31-39 %. Les composés les plus chlorés (8
Cl, 9 Cl et 10 Cl) représentent moins de 2 % des PCB totaux. Le composé majoritaire est le CB 153
(hexachloré), connu pour étre le PCB le plus difficilement métabolisé donc le plus bioaccumulé (Kannan
et al., 1995), suivi par le CB 138 (hexachloré), puis le CB 180 (heptachloré), et enfin le CB 187
(heptachloré). Ce profil correspond au profil classiquement retrouvé chez les cétacés (Marsili et Focardi
1997, Gauthier et al.., 1997, Marsili et Focardi, 1996). Aucune différence significative de profil n’a pu étre

mise en évidence entre les males et les femelles.
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Figure 26 : Profil de contamination des PCB (regroupés par degré de chloration) dans la graisse de globicéphales.

La somme du DDT et de ses métabolites (DDE et DDD) représente plus de 99 % des pesticides
détectés et le lindane moins de 1 %. La Figure 27 représente le profil de contamination du DDT et de ses
principaux métabolites dans la graisse de globicéphales. Le 4,4’-DDE, métabolite majoritaire du DDT,
représente plus de 86 + 8 % de la somme DDT + DDD + DDE. Ce profil de contamination est cohérent avec

les profils obtenus dans la littérature (Marsili et Focardi, 1997 ; Gauthier et al.., 1997b).
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Figure 27 : Profil de contamination du DDT et de ses principaux métabolites dans la graisse de globicéphales.

Les niveaux de PBDE détectés dans les globicéphales sont relativement faibles (833 + 425 ng.g™
pl). Le composé majoritaire est le BDE 47 (environ 88 + 3 %), suivi du BDE 99 (12 + 3 %). Le BDE 153 a été
détecté a I'état de traces (Figure 28). Ce profil est cohérent avec la bibliographie (Petterson et al.., 2004 ;
Law et al., 2005). Le BDE 47 est un composé trés rémanent présentant des capacités de bioaccumulation
équivalentes voire supérieures au CB 153 (Tapie, 2006). Il est en effet trés présent dans les différents
compartiments environnementaux et constitue souvent le PBDE majoritaire (entre 50 et 90 %) (de Wit,
2002). Paradoxalement, ce composé est un des PBDE les moins produits et les moins utilisés. Les

composés tétrabromés constituent moins de 3 % de la production mondiale en PBDE.

Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ce paradoxe : (i) I'existence de sources secondaires telles
qgue la débromation des PBDE plus lourds (Hua et al.., 2003), (ii) la tres faible capacité de dépuration de
ce composé par les organismes ou (iii) sa capacité de bioaccumulation et de bioamplification importante

évoquées dans cette étude comme par d’autres auteurs (Stapelton et al.., 2004 ; Bureau et al.., 2000).

La réalité de la contamination environnementale doit étre la résultante de ces hypothéses.
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Figure 28: Profil de contamination des PBDE dans la graisse de globicéphales.

b) Cachalots

Selon la méme logique que pour les globicéphales, les différents congénéeres de PCB ont été
regroupés par degré de chloration et les concentrations de chaque groupe normalisées par rapport a la
concentration en PCB totaux. Les composés possédant deux et trois chlores représentent moins de 1 %
des PCB totaux, les tétrachlorés environ 2,5 + 2,6 % et les pentachlorés environ 14,4 £ 6,6 %. Tout comme
observé pour les globicéphales, le profil de contamination par les PCB est dominé par les hexa- et
heptachlorés, représentant respectivement 50,5 + 4,1 % et 31,4 + 7,3 %. Les composés les plus chlorés (8
Cl, 9 Cl et 10 Cl) représentent 1 % des PCB totaux. Le composé majoritaire est toujours le CB 153
(hexachloré), suivi par le CB 138 (hexachloré), le CB 180 (heptachloré), puis vient le CB 187 (heptachloré).
Ce profil correspond a celui classiquement retrouvé chez les mammiféres marins et les vertébrés situés
en haut de chaine trophique (Marsili et Focardi, 1997 ; Gauthier et al.., 1997 ; Marsili et Focardi, 1996). La

encore, aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence entre males et femelles.
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Figure 29: Profil de contamination des PCB (regroupés par degré de chloration) dans la graisse de cachalots analysés (n=29).

Le profil de contamination du DDT et de ses métabolites est également similaire a celui observé

chez les globicéphales et chez les rorquals de la zone. Il est également largement dominé par le 4,4’-DDE

(plus de 85 %).
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Figure 30: Profil de contamination en DDT des cachalots analysés (n=31).

Concernant les PBDE, le composé le plus abondant est le BDE 47 (environ 87 £ 5 %), puis le BDE 99
(12 + 3 %). Le BDE 153 a été détecté a I'état de traces. Ce profil est cohérent avec la bibliographie
(Petterson et al., 2004 ; Law et al., 2005).
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Figure 31: Profil de contamination en PBDE des cachalots analysés (n=31).

V.3.4 COMPARAISON DES CONCENTRATION AU COURS DES ANNEES

a) Les globicéphales

TENEUR EN LIPIDES

Les teneurs en contaminants obtenues pour les globicéphales en 2010 et 2011 ont été également
comparées avec les données antérieures acquises en 2008 et 2009. Le faible nombre d’individus
échantillonnés en 2008 et 2009 rend cette comparaison difficile. Les variations interannuelles des
teneurs en lipides et des concentrations de contaminants pour les globicéphales sont représentées dans
les Figures 32 a 36. L’année 2009 a été exclue des tests statistiques en raison du faible nombre d’individu

échantillonné (n=1).

Les globicéphales biopsiés en 2011 montrent une teneur en lipides plus faible et plus variable que
ceux des années précédentes. L’'augmentation du nombre d’individus échantillonnés en 2011 peut

également étre un des facteurs contribuant a cette plus grande variabilité.
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Figure 32: Effectif et sexe des globicéphales échantillonnés entre 2008 et 2011.
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Figure 33: Variation des teneurs lipidiques dans les globicéphales échantillonnés entre 2008 et 2011.

En cumulant les échantillons depuis 2008, les taux de lipides moyens exprimés en pourcentage de
matiere fraiche retrouvés dans les biopsies de globicéphales sont de 23 + 11 % pour I'ensemble des
animaux échantillonnés. Ce pourcentage corrobore ceux obtenus pour les années 2010 et 2011 et reste

cohérent avec la littérature.
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TENEUR EN CONTAMINANTS

Concernant les contaminants, aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence
guelque soit la classe de contaminants concernés. Les niveaux de contamination semblent stables sur les

individus échantillonnés.
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Figure 34 : Variation des concentrations de PCB dans les globicéphales échantillonnés entre 2008 et 2011.
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Figure 35 : Variation des concentrations de DDT dans les globicéphales échantillonnés entre 2008 et 2011.
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Figure 36 : Variation des concentrations de PBDE dans les globicéphales échantillonnés entre 2008 et 2011.

b) Les cachalots

Afin d’obtenir une idée de la variabilité interannuelle des concentrations en contaminants
retrouvées dans les cachalots, les données obtenues sur les biopsies réalisées en 2008 et 2009 ont été

comparées avec celles obtenues en 2010 et 2011.

L'interprétation des inter-comparaisons est rendue difficile par la forte variabilité du nombre de
cachalots échantillonnés, ainsi que par la non-connaissance du sexe des individus échantillonnés entre

2008 et 2009.
TENEUR EN LIPIDES

Cependant une différence significative de teneurs lipidiques a pu étre mise en évidence pour les
cachalots échantillonnés en 2010 et 2011 (Kruskal-Walis p<0,05). Les cachalots prélevés en 2011
présentent des teneurs lipidiques proches des cachalots échantillonnés en 2008 (entre 2 et 6 %), alors
que les cachalots échantillonnés en 2010 présentent des teneurs lipidiques comparativement élevées (18

%).
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Figure 37 : Effectif et sexe des cachalots échantillonnés entre 2008 et 2011.
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Figure 38 : Variation des teneurs lipidiques dans les cachalots échantillonnés entre 2008 et 2011.

En cumulant les échantillons depuis 2008, les taux de lipides moyens exprimés en pourcentage de
matiere fraiche retrouvés dans les biopsies de cachalots sont de 9,8 £ 5,7 % pour I'ensemble des animaux
échantillonnés. Or, cette valeur masque une grande disparité entre les années. Les années 2008 et 2009
sont caractérisées par un faible nombre d’échantillons, respectivement 3 et 4 avec des taux de lipides
moyens de 6,4 £ 4,5 % et 12,2 £ 9,2 % respectivement. 2010, apparait comme une année exceptionnelle
avec une moyenne de 18 + 6,9 % de taux lipidiques pour les 16 échantillons analysés. En revanche, 2011

est une année pauvre avec un taux lipidique moyen de 2,8 + 2,4 % pour 15 échantillons.
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TENEUR EN CONTAMINANTS

La comparaison des niveaux de contamination au cours des différentes années d’échantillonnage
ne fait apparaitre aucune différence significative entre les années quelque soit le contaminant considéré

(Kruskal-Walis p>0,05).
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Figure 39 : Variation des concentrations des 7 PCB dans les cachalots échantillonnés entre 2008 et 2011.
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Figure 40 : Variation des concentrations de la somme des DDT dans les cachalots échantillonnés entre 2008 et 2011.
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Figure 41 : Variation des concentrations des PBDE dans les cachalots échantillonnés entre 2008 et 2011.

VI. DISCUSSION

VI. 1 Comparaison des niveaux de contamination entre les différentes espéces

échantillonnées.

Les différents taux de contaminants analysés chez les deux espéeces d’odontocetes (Globicephala
melas, Physeter macrocephalus) ont été comparés avec les données préalablement obtenues sur les

rorquals communs (Balaenoptera physalus) (Tableau 16).

Quelle que soit la classe de contaminants considérée, les globicéphales présentent des niveaux de
contamination supérieurs a ceux observés chez les cachalots et chez les rorquals communs. Les teneurs
en PCB, OCP et retardateurs de flamme mesurées chez les rorquals communs sont bien plus faibles que

celles observées chez les deux especes d’odontocetes.
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Tableau 16: Comparaison des concentrations des différentes classes de contaminants analysés sur les différentes espéces échantillonnées (ug.g™ pl) cumul
des valeurs odontoceétes recueillies sur les biopsies de 2010 a 2011

Tableau 17: Comparaison des concentrations des différentes classes de contaminants analysés sur les différentes espéces échantillonnées (ug.g™ pl) cumul
des valeurs odontoceétes recueillies sur les biopsies de 2008 a 2011
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Figure 42: Comparaison des niveaux de PCB retrouvés dans les trois espéces échantillonnées (ng.g™” pl).
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Figure 43: Comparaison des niveaux de DDT totaux retrouvés dans les trois espéces échantillonnées (ng.g™ pl).

GIS
66



Partenariat scientifique GIS 3M - Parc national de Port-Cros (Animateur de PELAGOS France)

1800 + .
Globicéphale Cachalot Rorqual
1600 +
1400 +

1200 + B

1000 +

Concentration IPBDE (ng.g™* pl)

Figure 44: Comparaison des niveaux de PBDE retrouvés dans les trois espéces échantillonnées (ng.g™ pl).
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Figure 45: Comparaison des taux des trois familles de polluants analysés pour les trois espéces échantillonnées en ng.g™ rapportés au poids frais et aux
lipides.

Cette différence de contamination entre les odontocétes et les mysticetes a déja été observée
(Marsili et Focardi, 1997) et résulte d’une différence de régime trophique ou de métabolisation entre ces
espéces. Les polluants organiques persistants comme les PCB, les PBDE les OCP et I'HBCD se
bioamplifient le long de la chaine trophique. Par conséquent, les rorquals qui se nourrissent sur les
« maillons trophiques inférieurs », comme le krill par exemple, sont exposés a des niveaux de

contamination plus faibles que les odontocétes qui se nourrissent de céphalopodes et/ou de poissons. La
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différence de contamination entre les globicéphales et les cachalots est plus complexe a interpréter. Ces
deux espéces sont principalement teutophages. Les informations sur les contenus stomacaux de ces deux
espeéces d’odontocetes sont peu nombreuses. D’aprés la bibliographie, les contenus stomacaux de
globicéphales peuvent étre trés variables et contiennent entre 15 et 80 % d’Histioteuthidae (Astruc,
2005 ; Clarke, 1996). Pour les cachalots ce pourcentage peut atteindre 90 %, mais cette derniéere

observation n’est basée que sur I'étude d’un seul individu (Roberts, 2003).

L’étude des rapports isotopiques dC13 dans les biopsies réalisées entre 2003 et 2010 sur la zone
d’étude n’a pas permis de mettre en évidence de différences significatives de niveaux trophiques entre
les globicéphales et les cachalots (Praca et al., 2011). Par contre la comparaison des rapports de deux
congéneres spécifiques comme le CB 118 et le CB 153 peut apporter des informations intéressantes. En
effet le CB 118 est connu pour étre métabolisable par un complexe enzymatique particulier, le

cytochrome P450 1A, car il présente deux atomes de carbones vicinaux non substitués en chlore.

A l'opposé, le CB 153 est un PCB tres peu dégradable et est considéré comme un marqueur de
contamination (Kannan et al., 1995). Ce rapport CB 118 / CB153 évolue en fonction de 'espéce, de son
niveau trophique et de sa capacité de métabolisation. Globalement, il diminue du compartiment

abiotique au biota, puis des premiers maillons trophiques aux niveaux supérieurs.

Cl Cl Cl cl

O SO es
7> Atomes de carbone
cl vicinaux non substitués cl cl
CB 118 CB 153

Figure 46: Structure chimique du CB 118 et du CB 153.

La Figure 47 présente les valeurs du rapport CB 118 / CB 153 retrouvées dans les différentes
especes échantillonnées. Les globicéphales présentent les valeurs les plus faibles (0,13 + 0,02), les
cachalots des niveaux légérement supérieurs (0,20 + 0,06) alors que les rorquals présentent les rapports
les plus élevés (0,27 + 0,11). Les rorquals se nourrissant sur les niveaux trophiques les plus bas
présentent en toute logique les rapports les plus élevés. Les cachalots qui présentent des niveaux de
contamination moins élevés que les globicéphales présentent également un rapport CB 118/ CB 153 plus
élevé, indiquant soit une capacité de métabolisation plus importante, soit un régime trophique (ou d’une

aire de chasse) différent(e) de celui des globicéphales.
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Figure 47: Comparaison du rapport CB 118 / CB 153 retrouvés dans les trois espéces échantillonnées.

VI. 2 Comparaison des niveaux de contamination entre les males et les femelles.

Si on retrouve chez les cachalots une plus forte contamination des males que des femelles, ce qui
est attendu chez les mammiféres qui allaitent leurs petits et se déchargent ainsi de leurs polluants, cela
n’a pas pu étre mis en évidence chez les globicéphales. L'absence de différence est essentiellement liée a
une grande variabilité du groupe des femelles que I'on peut schématiquement séparer en trois sous-
groupes : faiblement contaminées, contaminées dans le méme ordre de grandeur que les males, et deux
femelles qui présentent les deux plus forts taux de notre échantillon (Figure 48). Le premier sous-groupe
rassemblerait les femelles matures ayant déja mis bas, le second les femelles immatures n’ayant pas eu
I'occasion de se détoxifier via I'allaitement. Le troisieme est plus difficile a interpréter mais pourrait étre

constitué de femelles agées.
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Figure 48: Variabilité du groupe des femelles globicéphales en comparaison de celui des males.

VI.3 Comparaison des niveaux de contamination avec les données de la bibliographie.

Les niveaux de contamination mesurés dans les biopsies de cachalots et de globicéphales durant
cette étude ont été comparés avec les données de la littérature. Cependant, cette comparaison n’est pas
aisée pour les PCB, PBDE et OCP en raison des différents modes d’expression des résultats qui peuvent
étre rapportés au poids frais, au poids sec ou au poids de lipides spécifiquement (ng.g ™ pf, ng.g * ps ou
ng.g”’ pl) et de la multitude de congénéres analysés (notamment pour les PCB). Peu de publications
permettent une comparaison fiable des niveaux de contamination, en particulier concernant les niveaux
de contamination des cachalots. En effet cette espece s’échoue peu sur les cotes ce qui limite la collecte

d’échantillons pour I'analyse.

Les concentrations en PCB et OCP retrouvées dans les globicéphales lors de cette étude sont
supérieures d’un facteur 2 ou 3 aux données de la littérature issues de globicéphales échantillonnés dans
les fles Féroé (Borell et al., 1995 ; Dam et al., 2000). Ces mémes concentrations retrouvées dans les
cachalots sont pres de 15 fois supérieures a celles déterminées sur des cachalots échoués en Australie et
3 fois supérieures a celles de cachalots échoués en Mer du nord (Holesbeek et al., 1999 ; Evans et al.,
2004). Les concentrations en PCB et OCP retrouvées chez les deux espéces sur la méme zone

d’échantillonnage sont cohérentes avec celles retrouvées par Praca et al. (2011).



Partenariat scientifique

Cette comparaison bibliographique des niveaux de contamination des odontocetes échantillonnés

montre clairement que les animaux méditerranéens sont plus contaminés que leurs congéneres
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d’Atlantique. A contrario, la comparaison des niveaux de contamination des rorquals communs de la

méme zone avec les données de la bibliographie avait montré que les rorquals de Méditerranée
présentaient des niveaux de contamination dans la moyenne basse des données de la littérature. Pour

expliquer ces différences de sens opposés on peut avancer I’"hypothese selon laquelle les animaux vivant

en Méditerranée (mer petite, fermée et pression anthropique intense) sont soumis a une contamination

plus importante que leurs congéneres d’Atlantique, mais que le régime alimentaire ciblant plus

exclusivement le krill des rorquals méditerranéens compense et inverse cette tendance.

Tableau 18: Comparaison des niveaux de contamination retrouvés dans les globicéphales dans le cadre de cette étude avec les données de la

Références

Borrell et al., 1995

Rotander et al., 2012

Dam et al., 2000

Cette étude

0
Yo

Zone
géographique

lles Feroe

Atlantique

lles Feroe

Méditerranée

Date

1986-1987

1986

1997

2006-2007

1997

2008-2011

bibliographie.

Statut

male (immature)

male (mature)

femelle (immature)

femelle (mature)

nd

nd

nd

juvénile

femelle

Total

(sexe NI n=3)

71

24

31

69

pool3a5

pool3a5

pool3a5

173

193

54

35

>DDT (ug.g™ pl)

27,8+9,6

33,6 +4,9

37,5+13,9

6,4+5,1

16,6 + 4,7

6,532

18,2 +5,4

60,0 + 40,9

7 PCB (ug.g” pl)

17,8+ 6,0

16,5 + 3,4

19,2 + 8,1

6,4+ 3,4

11,6 + 2,4

52+1,8

12,3+3,2

34,0 £ 15,3

$PBDE (pg.g~ pl)

0,01-0,04

0,42-1,91

0,63-0,94

0,9+ 0,4
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femelle 17 56,0 £ 52,2 28,9 +20,6 0,8+0,5

male 15 57,3 £ 24,2 34,3 +10,1 0,8+0,2

Tableau 19: Comparaison des niveaux de contamination retrouvés dans les cachalots dans le cadre de cette étude avec les données de la bibliographie

(ug.g” pl)
s Zone 1 1 1
Références ) . Date Statut n >DDT (ug.g pl) 7PCB(ug.g'pl) =PBDE (ug.g” pl)
géographique

Holsbeek et al., 1999 Mer du nord 1994-1995 nd 7 11,7+2,4 45+0,7 -
total 37 1,9+2,2 1,1+0,8 -

Evans et al., 2004 Australie 1998 femelle 32 1,7+1,9 1+1,3 -
male 5 3,1+3,6 1,5+1,6 -

Total
38 32,7 36,0 18,7 +12,8 0,3+0,2
(sexe NI : n=7)
Présente étude Méditerranée 2008-2011
femelle 11 21,8 +22,0 12,2+7,2 0,2+0,1
male 20 44,4 + 44,4 22,2 +15,6 0,3+0,2

Vil. CONCLUSION

Ces campagnes d’échantillonnage réalisées sur les deux espéces d’odontocétes que sont les
cachalots (Physeter macrocephalus) et les globicéphales noirs (Globicephala melas) ont permis d’établir

un niveau de référence pour la contamination en PCB, PBDE et OCP de ces deux espéces.

Les niveaux moyens retrouvés chez les globicéphales (7PCB : 34,0 + 15,3 ug.g'l pl ; DDT: 60,0
40,9 pg.g ' pl ; PBDE: 0,9 + 0,4 ug.g™ pl) et chez les cachalots (7PCB : 17,8 + 12,8 pg.g™ pl ; DDT: 32,7 +
36,0 ug.g'1 pl; PBDE:0,3+0,2 ug.g'1 pl) sont nettement supérieurs a ceux mentionnés dans la littérature

pour d’autres régions du monde. Cette contamination plus importante des odontocetes de la
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Méditerranée n’avait pas été observée chez les rorquals communs méditerranéens lors d’'une étude
antérieure, ce qui peut s’expliquer par la spécificité de leur régime alimentaire ciblant des proies situées

plus bas dans la chaine trophique.

L'analyse des échantillons a fait apparaitre des variations interannuelles du taux de lipides. La
détermination du taux de lipides est nécessaire pour ramener les taux de polluants a une unité
comparable d’un animal a I'autre et d’une espéece a 'autre. Cette variation est observée sur une méme
année (2011) pour nos deux espéces d’odontocetes. On pourrait alors émettre I’hypothéese que 2011 a
été une année de « vache maigre » pour les teutophages. Ce résultat permet d’envisager le taux de
lipides du gras cutané comme un indicateur de la quantité de nourriture disponible chez les cétacés
d’une année a l'autre, voire d’une saison a I'autre. Une hypothése qui nécessiterait a minima de revisiter

I’ensemble de notre jeu de donnée pour étre testé, ce qui pourrait étre envisagé dans le futur.

Les données obtenues dans le cadre de cette étude alimentent voire compléetent un faible jeu de
données préexistant dans la littérature et ce, grace a un échantillonnage non invasif réalisé par biopsies
sur des especes rarement observées en échouage. L’étude de la contamination en POP des odontocetes
comparée a celle des mysticetes confirme I'importance du régime trophique sur le niveau de
contamination ; en effet les odontocetes principalement teutophages ou ichtyophages présentent des

niveaux de contamination bien plus important que les mysticetes.

La taille de I"’échantillon initialement prévue a été respectée avec une trentaine d’individus par
espece. Cet échantillonnage nous semble suffisant pour établir des niveaux de référence pour les deux
especes, les situer par rapport a la littérature et montrer les différences entre especes. Néanmoins il
apparait un peu faible pour permettre d’interpréter plus avant la variabilité au sein de certains groupes
(femelles globicéphales) et/ou de compenser les aléas de I"échantillonnage (14 males sur 15 pour les
cachalots en 2011). Il faudra en tenir compte si on envisage de réitérer ce type d’analyse a moyen terme
(5-10 ans), en prenant en considération le fait que la collecte de biopsies chez ces deux espéces est
beaucoup plus aléatoire que pour les rorquals communs. A titre d’exemple, nous n’avons pas rencontré

de globicéphales en 6 semaines de mission en juin et septembre 2012.

Enfin, alors que nous concluons avec ce travail pres de 6 ans d’analyses des contaminants chez les
cétacés, il nous parait de plus en plus difficile d’envisager que les données obtenues résultent
uniquement d’une pollution rémanente « historique » par ces polluants interdits depuis plusieurs

décades. Sans que nous puissions apporter ici des preuves formelles, nos résultats suggerent plutot que
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la chaine alimentaire qui méne aux cétacés continue d’étre alimentée en polluants par des sources

limitées mais permanentes.

VIil. CALENDRIER

Date de début : juin 2010

Daté de fin : septembre 2012

Date de rendu des livrables : septembre 2012

2010 2011 2012
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