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INTRODUCTION 

Certains Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP) présentent une forte 
toxicité et/ou des propr:iétés mutagènes ou cancérigènes. Seize d'entre eux ont été 
retenus comme polluants prioritaires l'U,S. Envîronmental Protection Agency {US 
EPA). Ces composés, essentiellement a.nthropogénique sont présents ds.ns 
tous les compartiments du milieu marin sédimt:nt, organismes vivants). Les 
principales sources de contamina.tionl 11 du milie11 marin sont les retômbées atmosphé-
riques (22%) et les déversements de (74%), Cependant dans les zones pP.u 
contaminées, les quantités présentes l'environm:ment. sont généralement faibles 
(eau; 0,1 ng/1; sédiment: 1 ng/g); aussi est-il nécessaire -d'utiliser une technique 
ana.lytique suffisammenti1!.ensible, mais sélective car les HAP doivent être 
recherchés dans l'extrait organique de matrices souvent complexes (sédiment 
riche en matière organique, tissus biologiques). Le couplage Chromatographie Liqu:îdc 
Haute Pressîon {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 lei:; échantillons 
d'eau de mer. Les échantillons lyophilisés de sédiments et d'organismes· marins sont 
extraîts en extracteur Soxhlet(2, 3,4} (sédiment: dichlorométhane, ori::{a..'"lÎsmes: pentane). 
Les extraits purifiés sur Florisil (pendant l'extraction pour les organismes, après 
l'extraction pour les sédiments) sont ensuite directement analysés par CLHP/FLUo; 

CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE ET SPECTROFLUORIMETRIE (CLHP/FLUO) 

La chromatographie liquide sur phase à. polariL'2 inversée {colonne Vydac 201 
TP 54, phase C1a polymérique, 5pm, 300..t) permet la séparation des seize HAP retenus 
par l 1US EPA<2l. Un gradient de solvant acétonitrile/eau {pompe Milton Roy CM 4000) 
permet d'optimiser cette séparation. Cependant seulemenL douze composés sont pré
sentés dans cette étude; en effet le dosage des HAP de faible masse moléculaire 
(:::H64J est délicat à cause des pertes éventuelles de tels composés lors des diffé
rentes étapes d'extraction et/ou purification. La détection fluorimétrique {Perkin 
Elmer LS5) à longùeurs d'onde d 1excitation (1,,,J et d'émission Oe111) variables permet 
<l'exciter les HAP et dfobserver leur fluorescence 1 ceci de façon selective en fonction 
de leur ordre d'élution. En général les couples Oex/lem) correspondent à des maxima 
d'abaorption et d'émission des HAP recherchés afin d'obtenir la. meilleure sensibilité. 
Parfois; cependant, un choix judicieux du couple (lex/leml permet pour des composés 
coélués (benzo(b)fluoranthène et pérylène par exemple),de ne détücter que le composé 
recherché et ce sans interférence (ici le pérylènej. . 

L'intensité de fluorescence des HAP en solution est inhibée par la présence 
d'oxygène dissous dans le solvant {effet dit du "quenching" de fluorescence par 
l 1Qz(6>), aussi faut-il dégazer les solvants utilisés en CLHP/FLUO par l'hélium jusqu'à 
saturation, et de maintenir les solvants sous pression réduite d'He pour éviter toute 
redissolution de 1'02<4). 

ANALYSE QUALITATIVE 

Les rendements de fluorescence des HAP étudiés étant différente, il eet 
nécesèa.ire de déterminer les facteurs de réponse de chaque composé relativement à. 
un étalon interne (ici le benzo(a)anthra.cène deutéré) qui sera ensuite ajouté en 
quantité connue à chaque extrait d'échantillon à ana.lyser, Le calcul des' facteurs de 
réponse (intégrateur Shimadzu CR4A) est effectué à partir d'un mélange standar'd de 
référence (SRM 1647a)f7) qui contient les HAP étudiés en concentrations certifiées 
dans l'ecétonitrile. 

Phe: Phénanthrène 
An: Anthracène 
Flt: FluÔranthène 
~ Pyrène 
BaA: Benzc{a}Anthracène 
B&A-d12; Ba.A perdeutéré 
Chr: Chrysène 
Per: Pérylène 
BkF: Benzo(k}Fluoranthène 
BaP: Benzc(a)Pyrène 
BghfP: Benzo(ghi)Pérylène 
InPyr: Indéno(123-cd)Pyrène 

i-11-
(nm) 

252/378 
252/378 
288/462 
333/404 
269/385 
269/385 
269/385 
407/438 
297 /424 
297 /424 
298/419 
303/500 

Chromatogramme CLHP/FLUO d'un échantîllon 
d'eau de mer de la baie du Lazaret "(Toulon, 
novembre 1989): 3175 1 extrait par 3xl00ml nCs. 

Les concentrations varient de 0,17 ng/1 pour 
- .le Per à 7 ,5 ng/1 pour le Pyr, 

CONCLUSION 

La méthode CLHP/FLUO sur phase à polarité inversée permet de doser les HAP 
polluants prioritaires sana ambiguïté dans des matrices souvent complexes grâce à sa 
grande sélectivité. Elle se caractérise également par une sensibilité élevée: pour un 
~.chantilon de 100g d'un sédiment très peu contaminé, la CLHP /FLUO permet de 
déterminer les teneurs des douze HAP dont la somme est inférieure à 3 ng/ gm 
(certaines teneurs individuelles étant inférieures à 0,1 ng/g). 
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