L-1Is

Analyse d'Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques dans
I'Environnement Marin Cétier par Chromatographie Liquide /
Spectrofluorimétrie

C. RAOUX et P. GARRIGUES

Laboraloire de F i et F ira, UA 348 CNRS, Université de Bordeaux |, Talence
(France)

INTRODUCTION

Certains Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP) présentent une forte
toxicité et/ou des propriétés mutagénes ou cancérigénes. Seize d’entre eux ont été
retenus comme polluants prioritaires par 1'U.S. Environmental Protection Agency (US
EPA). Ces composés, essentiellement d’origine anthropogénique sont présents dans
tous les compartiments du milieu marin (eau, sédiment, organismes vivants). Les
principales sources de contamination) du milieu marin sont les retombées atmosphé-
riques (22%) et les déversements de pétrole (74%). Cependant dans les zones peu
contaminées, les quantités présentes dans l'environnement sont généralement faibles
(eau: 0,1 ng/l; sédiment: 1 ng/g); aussi est-il nécessaire -d’utiliser une technique
analytique suffi s ible, mais égal t sélective car les HAP doivent étre
recherchés dans Vextrait orgenique total de matrices souvent complexes (sédiment
riche en matiére organique, tissus biologiques). Le couplage Chromatographie Liquide
Haute Pression (CLHP) et spectrofluorimétie (FLUO) permet de réunir ces deux notions
fondamentales: sensibilité, sélectivité.

EXTRACTION DES HAP DES DIFFERENTES MATRICES

Une extraction solvant-solvant au pentane est effectueé sur les échantillons
d'eau de mer. Les échantillons lyophilisés de sédiments et d’organismes marins sont
extraits en extracteur Soxhlet?3# (sédiment: dichlorométhane, organismes: pentane).
Les extraits purifiés sur Florisil (pendant l'extraction pour les organismes, aprés
extraction pour les sédiments) sont ensuite directement analysés par CLHP/FLUO.

CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE ET SPECTROFLUORIMETRIE (CLHP/FLUO)

La chromatographie liguide sur phase & polarité inversée (colonne Vydac 201
TP 54, phase Cis polymérique, 5um, 3008) permet la séparation des seize HAP retenus
par 'US EPA®@, Un gradient de solvant acétonitrile/eau {pompe Milton Roy CM 4000)
permet d’optimiser cette séparation. Cependant seulement douze composés sont pré-
sentés dans cette étude; en effet le dosage des HAP de faible masse moléculaire
{<164) est délicat & cause des pertes éventuelles de tels composés lors des diffé-
rentes étapes d'extraction et/ou purification. La détection fluorimétrique (Perkin
Elmer LS5) & longueurs d’onde d’excitation {lex) et d'émission (lem) variables permet
d’exciter les HAP et d’observer leur fluorescence, ceci de fagon selective en fonction
‘de leur ordre d’élution. En général les couples (lex/lem) correspondent & des maxima
d’absorption et d’émission des HAP recherchés afin d’obtenir la meilleure sensibilité.
Parfois cependant, un choix judicieux du couple (lex/les} permet pour des composés

1 (benzo{b)fluor he et péryléne par exemple),de ne détecter que le composé
recherché et ce sans interférence (ici le péryléne}.

L’intensité de fluorescence des HAP en solution est inhibée par la présence
d'oxygéne dissous dans le solvant (effet dit du “quenching" de fluorescence par
1'028), aussi faut-il dégazer les solvants utilisés en CLHP/FLUQ par ’hélium jusqu'a
saturation, et de maintenir les solvants sous pression réduite d’He pour éviter toute
redissolution de 1'0z(%,

ANALYSE QUALITATIVE

Les rend s de fluor des HAP étudiés étant différents, il est
nécessaire de déterminer les facteurs de réponse de chaque composé relativement &
un étalon interne (ici le benzo(a)anthracdne deutéré) qui sera ensuite ajouté en
quantité connue & chaque extrait d’échantillon & ansalyser. Le calcul des facteurs de
réponse (intégrateur Shimadzu CR4A) est effectué & partir d’un mélange standard de
référence (SRM 1647a)" qui contient les HAP é6tudiés en concentrations certifiées
dans ’acétonitrile.
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CONCLUSION

La méthode CLHP/FLUO sur phase & polarité inversée permet de doser les HAP
polluants prioritaires sans ambxgmté dans des matrices souvent complexes gridce a sa
grande sélectivité. Elle se égals nt par une ibilité élevée: pour un
échantilon de 100g d’un sédiment trés peu contaminé, la CLHP/FLUO permet de
déterminer les teneurs des douze HAP dont la somme est inférieure & 3 ng/g®
(certaines teneurs individuelles étant inférieures a 0,1 ng/g).
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