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I - INTRODUCTION

- L'accident de 1'"Amoco-Cadiz'le 16 mars 1978 est venu compro-
mettre gravement les activités ostré&icoles implantées en Bretagne nord

et plus spécialement dans 1'Aber Benoit, 1l'Aber Wrac'h et la baie de Morlaix.

Malgré 1l'importance de la contamination, il est vite apparu que
sur les huitres les mortalités dues au pétrole étaient insignifiantes et

les conséquences sur la physiologie des animaux restaient mineures.

Par contre, du fait de l'aptitude de ces coquillages & concentrer
les hydrocarbures présents dans 1l'eau et les matidres solides en suspension,
on a trés vite atteint des concentrations en pétrole interdisant la
commercialisation de ces produits avec toutes les cons&quences économiques

qui en résultent.

En baie de Morlaix, soumise & l'action directe de la mer, la
situation s'est rapidement améliorée. Les abers qui pénétrent de plusieurs
kilométres & l'intérieur des terres se trouvent ainsi abrités des effets
des vagues et les &changes avec la mer sont restreints. L'évolution y a

ét€ beaucoup plus lente.

Cette situation particuliére des abers permettait avec trois
ans de recul d'envisager deux types d'études susceptibles d'améliorer
les connaissances et que les circonstances habituelles ne permettent pas

d'effectuer.

La premifre &tude concerne la biodégradation des hydrocarbures

en milieu naturel.
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L'Aber Benolt au moment de l'accident a regu d'un coup plusieurs
milliers de tonnes de pétrole. Les &changes limités avec la mer et les
phénoménes de pifgeages dans les sédiments rendent ce site guasiment
hermétique tant pour 1'évacustion d'hydrocarbures que pour la pénétration
de pollutions nouvelles. On peut donc 2 la limite assimiler ce site &
un réacteur de biodégradation et contrdler avec trois ans de recul la nature

des hydrocarbures les plus rémanents.

Pour ce faire il nous &tait possible de travailler soit sur les
sédiments argileux qui restent trés pollués, soit sur les hultres qui
accumulent des quantités importantes d'hydrocarbures. Nous avons pensé
que les sédiments étaient plus hétérogeénes du point de vue &volution
du pétrole et que les huitres permettaient d'avoir une meilleure idée des
hydrocarbures mobilisables, c'est-a~dire ceux qui se trouvent soit en
solution, soit adsorbés sur le sédiment trés superficiel et sur les
matériaux en suspension. Ce sont en fait ces hydrocarbures qui gréce a
une meilleure oxygénation peuvent présenter la biodégradation la plus

importante.

La seconde &tude a trait a 1'épuration d'huitres soumises &
contemination ancienne. En effet, il a déj3 été démontré qu'aprds une
pollution récente, les huitres pouvaient s'épurer rapidement par réimmer-—
sion en zone propre, mais une incertitude subsistaif quant 3 1l'épuration
de coquillages ayant séjourné longuement en présence d'hydrocarbures
rémanents. Nous disposions ici de tous les &l&ments permettant de réaliser

1'expérience et de lever 1l'incertitude.

T1 faut ajouter que bien qu'étant distinctes, ces deux études
ont des implications communes puisque le suivi de 1'épuration des huitres
nécessitait la connaissance de la nature initiale précise du contaminant
et que inversement la composition relative des hydrocarbures présents dans
les hultres ne pouvait &tre considérée comme représentative du mileu
ambiant que dans la mesure ol les huitres n'accumulent aucun hydrocarbure
de fagon irréversible et donc qu'd tout moment il existe un état d'équilibre

entre 1'huitre et 1'écosystéme environnant.



II - IDENTIFICATION DES HYDROCARBURES PERSISTANTS

Les hydrocarbures en milieu marin &voluent rapidement soit par
évaporation des fractions les plus volatiles, soit par biod&gradation,

soit par photo-oxydation.

Trois ans aprds 1'"Amoco-Cadiz"” il &tait donc intérsssant
de noter la composition des hydrocarbures persistants. Pour ce faire, nous
avons choisi de travailler sur des huitres (Crassostrea gigas) en &tat
d'équilibre avec 1'écosystime contamind. En effet leur pouvoir d'accumula-
tion est important ce qui simplifie les problémes analytiques et elles

donnent une bonne idée des hydrocarbures mobilisables qui nous intéressent.

L'analyse par couplage GC/MS (ANNEXE II) nous a permis de mettre

en évidence 1'&volution du pétrole issu de 1'"Amoco-Cadiz”.

L'identification d'un composé est effectu? par l'intermédiaire
de son spectre de masse et de son temps de rétention. Ces deux données

caractéristiques permettent d'identifier les différents hydrocarbures avec

une bonne gertitude.

Le tableau 1 représente les hydrocarbures mis en &vidence

ainsi que leurs proportions relatives.

L'examen de ce tableau nous permet de noter plusieurs &léments

particulidrement intéressants.

En premier lieu les alkyls dibenzothiophénes (DBT) qui repré-
sentent plus de 56 % des hydrocarbures identifiés sont trés largement

majoritaires.

I1 faut insister aussi sur la mise en évidence de composés lourds

C), DBT, C5 DBT, Cg DBT et C7 DBT alors que généralement les analyses

des hydrocarbures de cette famille se limitent aux C1 » Cy et C3 DBT,

eof .



‘ Valeur du rapport m/e ' Nom de 1'hydrocarbure identifié ' Pourcentage relatif :

198 : C1 - Dibenzothiophdne (DBT) : 0,35

212 ‘ ¢2 - DBT : 10,39
226 ; C3 - DBT ; 21,08
240 ‘ ¢b - DBT f 12,99
25k : C5 ~ DBT : 5,09
268 * ¢6 - DBT : 2,45
287 . CT - DBT : 3,51
23k ' Naphtobenzothiophdne (NBT) f 0,71
248 : C1 - NBT : h,22
262  c2 - NBT F 6,58
276 : C3 - NBT : 1,76
178 * Phénanthréne X 0,18
192 ; C1 - Phénanthréneg ; 0,53
206 ' 2 - Phénanthrines : L,56
220 ; C3 - Phénanthrénes ; 10,54
234 ; Cl - Phénanthrénes ; 5,09
202 ; Fluoranthéne ; - 1,05
202 f Pyréne f 0,34
216 : C1 - Pyréne$ ; 0,53
230 2 - Pyréneg f 2,45
2Ly ; C3 - Pyrénes ; 1,23
258 : C4 - Pyrdnes z 0,35
228 : Chryséne : 1,92
olo 1 C1 - Chrysdneg : 1,05
256 «; C2 - Chrysénes ; 0,53

Tableau 1 : Pourcentage relatif des hydrdcarbures identifiés.



Nous pouvons noter aussi la présence en quantité trés appréciable
(13,27 %) d'une nouvelle série d'hydrocarbures thioph&niques les naphto-

benzothiophénes et leurs dérivés alkylés en C1, C2 et C3.

Nous présentons en ANNEXE TII les chromatogrammes reconstitués
de ces deux familles d'hydrocarbures aromatiques soufrés ainsi que les

spectres de masses caractéristiques des C3 DBT et C2 NBT.

Nous avons pu mettre en &vidence la présence en proportion
importante de la famille du ph&nanthréne 20,9 % et plus particulidrement

des C2, C3 et Ch phénanthrénes

Parmi les aromatiques lourds nous avons aussi pu identifier en
proportion notable le fluoranthéne le pyréne et leumsdérivés alkylés

jusqu'en Ch.

L'examen de ces résultats nous permet aussi de noter l'absence
des hydrocarbures saturés présents initialement dans le pétrole de
1'"Amoco-Cadiz” comme les n-alcanes, phytane et pristane (m/e = ST et T71),

les stéroldes (m/e = 217) et les terpénes (m/e = 191).

I1 nous faut remarquer enfin la disparition des alkyls benzénes(wVeEﬂZJM

et des alkyls naphtaldnes comnosés de rapport m/e = 128, 1Lk2, 156 et 170.

Nous retrouverons &galement en ANNEXE III les chromatogrammes
reconstitués du phénanthréne et de ses dérivés alkylés en C1, C2, C3 et
Ch, ainsi que ceux des hyvdrocarbures aromatiques lourds fluoranthéne,

pyréne, chrys®ne et leurs dérivés substituds jusqu'en Ch.

Nous présentons aussi quelques spectres de masses d'hydrocarbures

aromatiques.

Toutes les mesures effectuées pour la détermination des propor-
tions relatives des différents hydrocarbures identifis ont &té réalisées
sur les chromatogrammes des ions moléculaires en faisant 1’'hypothése d'un
facteur de réponse identique pour tous les composés ce qui a pour conséquence

de sous-&valuer notablement les compos®s les plus lourds et particulidrement



leurs dérivés alkylés dont la fragmentation est encore plus

importante.

Cette remarque accentue encore la prépondérance des hydrocarbures

aromatiques lourds et fortement substitués.

Intenonétation des nésultats

L'identification des hydrocarbures persistants nous permet de
souligner 1'évolution particuliérement nette au cours du temps du pétrole

de 1'"Amoco-Cadiz™.

I1 contenait principalement au départ des hydrocarbures saturés
parmi lesquels des n-alcanes de C10 3 C 36, des hydrocarbures aromatiques
comme les alkyls benzénes et les alkyls naphtaldnes ainsi que le
dibenzothiophéne et ses dérivés alkylés en C1 et C2 composés que nous
retrouvons chez la plupart des pétroles et produits pétroliers (Clark et

Brown 1977) .

De nombreux auteurs (Anderson et Neff 19Tk ; Neff et Coll. 1976)
utilisent les alkyls naphtalénes commne indicateurs de pollution pétroliére
des organismes marins. Calder et Coll. (1978) ont cependant insisté
sur leur disparition rapide dans les sédiments contamings. Nous confirmons
ici leur absence au niveau des organismes marins, leur volatilité relative

pouvant expliquer leur faible rémanence.

Pour les n-alcanes, Morel (1981) a montré que dans les sédiments

la dégradation pouvait &tre considérée comme compléte au bout dfun an.

L'absence simultanée dans les huitres de 1°Aber Benoit, d'hydro-
carbures saturds et d'hydrocarbures aromatiques lé€gers de la famille des
alkyls benzénes ou alkyls naphtaldnes permet d'affirmer qu'aucune pollution
chronique ou accidentelle significative n'est venue interférer avec le
pétrole issu de 1'"Amoco-Cadiz™. Cette constatation est importante puisqu'elle
implique que les hydrocarbures identifiés ici ont bien trois ans de
présence dans le milieu et de ce fait peuvent &tre considérés comme

-8tant les plus rémanents.



La plus grande persistance ces hydrocarbures aromatiques dans le
milieu marin est un probléme déjd connu (Blumer et Coll., 1970
Neff et Coll., 1976).

Ces hydrocarbures sont significatifs de 1'é&tat de pollution
dans les organismes marins car Farrington et Meyer (1975) ont montré que

leur origine biogénique #talt négligeable.

De nombreux auteurs ont d&j3 insisté sur la persistance des

polyaromatiques soufrés.

Boehm et Coll. (1979) ont indiqué que ces composés &taient
les plus résistants que ce soit 4 1'altZration physico-chimique ou
biochimique, confirmant ainsi les résultats de Grahl-Nielsen et
Coll. (1978).

Berthou et Coll. (1981) ont montré la prédominance des C2 et C3
dibenzothiophénes dans les huitres prélevées en 1979 dans 1'Aber Wrac'h.
Dans une &tude aimilaire Laseter et Coll. (1979) ont mis en &vidence
gque dans la famille du DBT les dérivés alkylés en C2 et C3 %Staient plus

résistants que les dérivés monoalkylés.

Dans les sédiments Atlas et Coll. (1981) publient une série
de chromatogrammes correspondant 3 des &chantillons prélevés en avril 1978

et Juillet 1979.

Le dernier chromatogramme permet de mettre en évidence non
seulement la présence majoritaire de C3 dibenzothiophénes mais aussi

une enveloppe non résolue d'aromatiques beaucoup plus lourds.

L'examen des huitres de 1l'Aber Benoit, trois ans aprés 17échouage
de 1'"Amoco-Cadiz” permet non seulement de confirmer les résultats d&ja

publiés, mais encore de les accentuer considérablement.



En effet, si nous avons trouvé des hydrocarbures polyaromatiques
3 3 et 4 cycles avec leurs dérivés substitu@s méthyls, diméthyls et
trimdthyls comme cela est rapnorté par ailleurs, nous avons pu aussi
identifier des composés aromatiques beaucoup plus substitufs tels que
les Ch , C5, C6 et CT dibenzothiophdnes. Ces composés sont probablement
déja présents dans le pétrole dforigine mais 3 taux relativement faible

et se trouvent masqués & l'analyse par d'autres hydrocarbures prédominants.

De méme la présence de naphtobenzo thiophénes n'a pas été
mentionnée jusqu'd présent 4 notre connaissance. Nous avons pu montrer
qu’ils reorésentent cependant une fraction non négligeable des hydrocarbures

et
remanents.

Globalement, les hydrocarbures aromatiques soufrés représentent
prés de 70 % du total des hydrocarbures identifiés ce qui est tout 2 fait
considérable. On neut penser que cela représente 1'&volution normale d'un
pétrole en milieu marin, mais il a fallu des circonstances trés exceptionnel-

les pour en faire ici la démonstration. Nous avons eu en effet :

. une pollution accidentelle massive,
. 1l'absence de pollution pétroliére interférante,
. un milieu relativement isolé qui n'a pas permis aux

hydrocarbures persistants de se diluer dans la mer.

Ces trois conditions devaient &tre vZrififes simultanément
pour que 1l'&tude soit significative.

Mais 2 1'inverse, on peut penser que dans toute pollution
pétrolidre, les hydrocarbures aromatiques soufréds fortement alkylds sont

masqués par quelques hydrocarbures d‘origine plus récente,

La présence importante et la rémanence de ces hydrocarbures
thiophéniques posent &videmment le probldme de leur nocivité. Hermann et
Coll. (1979) ont déj3 #tudié le pouvoir mutagdne de certains dérivés. Mais
compte tenu de la complexité du »nrobléme et des effets synergiques proba-
bles, il faut constater que les données toxicologiques sont actuellement

trés insuffisantes en ce domaine.

o/



10

III - ETUDE DE LA DECONTAMINATION DES HUITRES APRES . TRANSFERT EN ZONE PROPRE

Le probléme de 1'épuration des coquillages outre l'intérét
scientifique qu'il suscite, peut &galement avoir des incidences &conomiques
non négligeables. De nombreux auteurs ont déj3 rdalisé des travaux & ce
sujet : Stegeman et Teal (1973), Clark et Coll. (1977), Michel (1976),
Neff et Coll. (1976), Bieri et Stamoulis (1977). Aprds 1'"Amoco-Cadiz’

Grizel et Michel (1979) ont montr? qufaussitdt aprés une pollution
récente, les huitres transférées en zone propre retrouvaient une teneur

acceptable en hydrocarbures totaux aprds seulement 20 jours de réimmersion.

Toutefois, Friocourt et Coll. (1979) &mettaient quelques réserves
au sujet de 1l'épuration des hydrocarbures aromatiques plus rémanents et

notamment des dibenzothiophénes.

Aprés avoir montré que les huitres de 1'Aber Benoit trois ans
aprds l'accident de 1°'"Amoco-Cadiz™ restaient contaminées 3 70 % par des
compos®s thiophéniques rémanents, il imvortait donc de vérifier avec ce type

d'hydrocarbures la cinftique de décontamination.

Le point crucial dans ce type d'essais est de trouver un lieu de
réimmersion en milieu naturel 3 1l'abri de toute trace de contamination
pouvant interférer. En milieu ouvert, cette garantie n'est offerte nulle
part puisqu'il existe toujours un fond de pollution chronique. Nous avons
donc choisi de r&immerger les huiltres dans une claire expérimentale

de 1'I.8.T.P.M. 3 Bouin en Vendde.

Les hultres utilises pour l'essai sont des Crassostrea gigos
agées de trois ans et qui ont s®journ? 3 Saint-Psbu dans 1'Aber Benoit
pendant deux ans avant le lancement de cet essai. Leur contamination par
les hydrocarbures aromatiques persistants ne peut donc &tre considérée

comme superficielle.
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L'essai de décontamination a #t& lanc? le 20 février 1981 avec
analyse spécifique des hydrocarbures aromatiques par HPILC avec détection
en fluorescence {(ANNEXE I) de 1'échantillon avant réimmersion puis sur

des prélévements faits A intervalles réguliers.
De plus, des analyses détaillZes par couplage GC/MS (AWNEXE II)

ont permis de suivre 1l'&volution relative des divers hydrocarbures présents

a divers stades de la d&contamination.

Résultats

La mesure globale des hydrocarbures arometiques au cours de
l'essai a donné les résultats qui figurent au tableau 2 et sont représentés

figure 1.

On peut noter que la teneur initiale en hydrocarbures aromatiques
(49,5 mg/kg de poids sec) restait €levie 3 1'Epoque des essais. Ceci n'a
rien d'étonnant puisque les sédiments de 1'Aber Benoit restent contaminés
et que surtout en période hivernale on assiste 2 une contamination notable

du fait de la remise en suspension de sZdiments.

Lexamen de la figure 1 montre que la décontamination présente
une phase initiale d’une quinzaine de jours pendant laquelle la cin®tique

o~
il

est relativement lente. Ceci est probahlement d&ii 7 la né€cessit? d'accli-
matation des animaux aprés transfert. La dRcontamination est ensuite plus
rapide et la vitesse devient approximativement proportionnelle 3 la

concentration en hydrocarbures subsistants dans l'huitre,

Le dernier préldvement aprds 69 jours de réimmersion montre une
contamination résiduelle de 282 % de 1'%4tat initial. L'expfrience a di
gtre arrétfe 3 ce moment du fait de 1'épuisement du stock d'huiltres ; mais
il est possible par extrapolation de montrer gu'en quatre mois, 1l'&puration

bien qu'encore incompldte sera satisfaisante.
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P Ps . ‘Teneurs en hydrocarbures’
Durée de 1l'immersion : . :
aromatiques totsux

en zone saine en jours : .
" en mg/kg de poids sec

0 jour , 49,5

4 jours : 48,0 ;

11 jours : Ll 3 :

; 18 jours : h1,2 X

: 25 jours , 3k, 1 ,

f 32 jours E 2h,b X

; 53 jours ; 17,7 ,
: 69 jours E 14,2

Tableau 2 : Teneurs en hydrocarbures aromatiques totaux
enregistrées aprds transfert des huitres
en zone non contaminée. Mesure en HPLC
avec dftecteur spectrofluorimétrique.
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hydrocarbures aromatiques
totaux en mg/kg de
f matiére séche

50+

- ol
"
el

A burée de réimmersion
en mois

Figure 1 : Cinétique d'épuration des huitres transférées dans les claires
de la station expérimentale de 1°I.5.T.P.M.
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Cette extrapolation concernant la phase finale de décon-
tamination ne peut se justifier que dans la mesure ol 1l'épuration
des hydrocarbures n'est pas sélective. Les analyses détaillées réalisées
en couplage GC/MS sur plusieurs échantillons apportent une réponse

3 cette question (tableau 3).

Si 1'on excepte des différences mineures liées pour 1'essen-
tiel 3 la précision analytique, il faut constater qu'on ne peut relever
d'évolution significative dans la composition relative des divers
hydrocarbures identifiés. Bien qufen 69 jours 72 % des hydrocarbures
aient &té €liminés on ne note pas de différence caractéristique

par rapport i la composition initiale.

I1 convient cependant de limiter a cette expérience
la conclusion d'une non sélectivité dans 1'épuration des huitres
polluées par le pétrole. En effet, nous avions ici une mixture d'hydro-
carbures tous rémanents qui de ce fait ont eu un comportement analogue.
Dans le cas d'une pollution récente, la présence d'hydrocarbures
plus volatils, plus hydrosolubles ou plus aisément métabolisables
est un fait qu'on ne peut oublier. Cela explique alors les différences
notées tant dans les cinétiques que dans les compositions relatives

en hydrocarbures résiduels.
Conclusions

L'essai de décontamination d'huitres Crassostrea gigas
auquel nous avons procédé, peut &tre considér? comme présentant toutes
les conditions les plus d&favorables & une &puration du fait :

. de la nature des hydrocarbures,
. du séjour de deux ans des hultres en zone polluée,

. d'une température basse (3 3 5°) pendant l'essai,
peu propice 3 une activité biologique intense.
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Nous avons cependant montré que la décontamination
des huitres restait possible pour tous les hydrocarbures aromatiques
vy compris les plus rémanents. Dans aucun cas la contamination

ne peut donc &tre considérée comme irréversible.

Le temps nécessaire 3 1'épuration est évalué 3 quatre
mois dans les conditions ol l'essai a &t€ réalisé. On peut
considérer qu'il s'agzit 13 d'un maximum, toutes les circonstances
les plus défavorables étant réunies, et qu’il n'y a pas contradiction
avec les précédentes évaluations d'une décontamination rapide

lorsque la contamination est récente.
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Hydrocarbure Pour?entage i Po?rcentgge ; Po?rcentﬁge P
© relatif avant ‘relatif aprés 18 jrelatif apres 69 J
identifié ; transfert * d'immersion en | d'immersion en
’ zone saine : zone saine
: C1 - DBT : 0,35 c 0,77 , 0,87
* C2 - DBT : 10,89 f 8,h2 X 8,69
: C3 - DBT : 21,08 : 16,85 : 18,49
‘ cb - DBT : 12,99 : 9,66 : 10,84
: C5 - DBT , 5,09 , 6,71 , 7,35
‘ c6 - DBT : 2,45 : 5,07 : 3,82
. CT - DBT : 3,51 : 1,61 ; 1,08
Total 56,36 : 49,09 ; 21,1k
NBT , 0,71 : 0,87 : 0,k9
C1 - NBT 4,22 L bt 5,32
€2 - NBT 6,58 8,03 6,07
C3 - NBT 1,76 ' 1,65 : 3,32
Total 1321 ¢ 15,02 ¢ 1320,
; Phénanthrang 0,18 : 0,17 : 0,17
. C —Phénanthréne; 0,53 ; 0,62 : 0,61
‘ C2 -Phénanthrénes b,56 : 2,68 : 2,75
; C3 -Phénanthrénq; 10,54 ; 8,91 ; 7,39
‘ Cb -Phénanthrénes 5,09 ; 6,51 : 5,96
: Totel : 20,90 18,89 i 16,88
Fluoranthénef _—?:65 f _5:65 f —?:Eg
Pyréne ; 0,34 ; 0,7k ; 0,56
* C1 -Pyrénes : 0,53 X 1,7h f 1,67
. c2 -Pyrénes ; 2,45 : 3,79 ; L, hh
* 3 -Pyrénes : 1,23 : 2,94 : 3,92
; Ch-Pyrénes ; 0,35 ; 0,81 : 0,38
' Total _by90 10,02 10,91
Chryséne T1,92 2,6 2,12
‘ C1 -Chrysdnes 1,05 2,03 1,54
. o -Chrysénes : 0,53 : 0,h1 : 0,86
Total | 3,50 2 It,90 ; 4,52

Tableau 3 : Pourcentage relatif des hydrocarbures identifiés avant et aprés
décontamination des huitres transférées.



17

IV - CONCLUSIONS

Cette &tude de la pollution dans 1'Aber Benolt de par son
caractére massif et de l'absence de pollution interférante, nous a
permis de souligner 1'évolution trés nette & long terme des hydrocarbures

dans le milieu naturel.

Dans les conditions habituelles de pollution chronique, il
est trés difficile sinon impossible de mettre en &vidence cette évolution.
En effet, la présence d'hydrocarbures plus faciles & analyser :
n-alcanes, pristane, phytane, naphtaléne, C1 et C2 naphtalénes,
anthracdne, phénanthréne, C1 et €2 phénanthrénes, dibenzothiophéne,
C1 et C2 dibenzothiophénes, masque complétement les autres composés. Ces
hydrocarbures particuliérement bien résolus sur les chromatogrammes
et recherchés le plus souvent dans les analyses de routine, ne sont pas
les plus rémanents. Leur dégradation est relativement rapide et

ils peuvent ne présenter qu'une infime minorité des hydrocarbures présents.

La situation particuliére de 1'Aber Benolt et l'absence
de pollution chronique, nous ont donc permis de montrer que les hydre-
carbures les plus persistants sont dans une proportion de TO % des compo-
sés thiophéniques fortement alkylés puisqu'on a pu mettre en &vidence
toute la série des alkyls dibenzothiophénes jusqu'en CT, ainsi gqu'une nouvelle
série d'hydrocarbures thiophéniques 3 4 cycles et ses alkyls substitués
jusqu'en C3 . Les autres hydrocarbures identifiés sont des composés

alkylés & 3 et b4 cycles aromatiques.

Tous ces composés sont trds certainement présents dans le
pétrole initial mais 3 des teneurs relativement faibles et ils se

trouvent de ce fait masqués 4 1l'analyse.
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”

Dans les cas de pollution accidentelle 3 répétition ou dans
les cas de pollution chronique, ces hydrocarbures rémanents ne peuvent
pas 8tre déterminés aussi nettement puisque les hydrocarbures plus récents
faussent 1l'interprétation. Mais il est logique de penser que les cons—
tatations faites ici pour 1'Aber Benoit sont susceptibles de générali-
sation et que dans tous les cas ces hydrocarbures rémanents sont
présents.

Ceci pose le probléme de la surveillance et de la nécessité
d'une mesure globale et spécifique des hydrocarbures aromatiques (Michel,
1981) car les hydrocarbures identifiés ici représentent avec leurs
isoméres plus de 2000 composés qu'il est impossible d'analyser indivi-

duellement en surveillance de routine,

Enfin, nous avons montré que les huitres contaminées par
vd - ~ Pl P . -
ces hydrocarbures rémanents pouvalent €tre épurées par reimmersion
en zone propre. La décontamination est plus lente que celle obtenue
.avec des coquillages altérés par un polluant frais, mais on peut
selon le degré initial de contamination retrouver de teneurs acceptables
en 2 & 6 mois. Nous n’avons pu mettre en 8vidence au cours de cette

étude, aucun hydrocarbure qui résisterait 3 cette épuration.
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ANNEXE T

RIS e s

ESTIMATION DES HYDROUARBURES AROMATIQUES PAR
CHROMATOGRAPHIE LIQUIDT DANS LA MATIERE VIVANTE
ET LES SEDIMENTS

P. MICHEL

Institut scientifigue et technigue des Peches maritimes

INTRODUCTION

Cette méthode est destinée & l'estimation de l'ensemble des
hydrocarbures aromatiques susceptibles de donner une rdéponse en
spectroflucrimétrie UV, De ce fait elle est significative pour l'évaluation
des hydrocarbures fossiles puisque les teneurs en aromatiques biogénes sont
extrémement faibles et de plus parmi les hydrocarbures fossiles elle ne
prend en compte gque ceux qui sont les plus toxiques tant pour le consommateur

que pour l'écosystéeme.

Nous avons assoccié la chromatographie liguide haute performance

4 la détection en spectroflucrescence des hydrocarbures pour trois railsons

essentielles :.

1 -~ Les échantillons de matiéxe vivante peuvent é&tre trés riches en
lipides divers gqu'il est difficile de sédparer parfaitement et de facon
reproductible par chromatographie d'adscrption sur florisil. Or il est
certain que la présence de lipides peut modifier 1l'intensité de fluorescence
des hydrocarkures. Avec la HFLC on peut se contenter d'une purification

préalable trés sommaire.

2 - La présence d'oxygéne dissous dans le solvant réduit considérable-
ment le signal de fluorescence (effet de Quencking”). Par exemple pour le
benzopyréne, le dégazage du solvart par 1‘*hélium en HPLC multiplie par 5
la réponse du détecteur. Ce facteur n'est pas maitrisé en spectrofluores-

cence directe.



3 - Bnfin, l'examen du profil chromatographique permet d'apprécier le
nombre de cycles aromatiques puisqgue la durée d'élution est croissante du

benzéne aux hydrocarbures & 5 cycles.

La méthode deécrite icl permet de mesurer 0,5 mg/kg d*'hydrocarbures

aromatiques & partir d'un échantillon lyophilisd de 1 g.

DESCRIPTION DE LA METHODE

I. - Matériel

- Extracteurs type Soxkletr modifiés {voir schéma joint),

- hallons de 250 ml,

- évaporateur rotatif,

- chromatographe HPLC HP 1081 iscocratigque avec injecteur automatique
et systeéeme “backflush",

- colonne HIBAR Merck Si 30 125 mm 5 microns,

- détecteur spectrofluorimétrique "SHOEFFEL",

- hélium,

- intégrateur HP 5880 perwetctant une intégration du- type distillation

similée,

Toute la verrerie est lavée avec détergents rincée soigneusement

2 1l'eau distillée et placée & 300°C en étuve ventilée pendant 8 h.

II. ~ Produits chimigues

Tous les solvants doivent &tre de trés havte qualité notamment
ils ne doivent pas contenir de résidus non volatcils et ne Jonneront pas de

signal en fluorescence. Nous utilisons :

n~pentane SDS qualité purex

n-hexane 8SDS qualité Spectroscl

RAcétonitrile SDS qualité Specirasol

Florisil Merck traité au four & 600° pendant 4 h puis désactiveé par

2 % d'eau.



I11. - Extraction

L'extraction est faite par le pentane dans le systéme Soxklet
modifié décrit en annexe pendant 5 h. Elle ndcessite 100 ml de pentane et
5 g de Flérisil. Dans le casz de la matiére vivante 1 g d'échantillon
lyophilisé suffit. Pour les sédiments peu contaminés on peut traiter 10 g
d'échantillon. On régle le chauffage de fagon & avolr une goutte par
seconde au bas du réfrigérant. Les molécules les plus polairves restent
adsorbées sur Florisil et ainsi on ne risgue pas de détériorer la colonne

HPLC.

On évapore ensgite sous wide A 1'évaporateur rotatif et on

reprend par 2,5 ml d'hexane. L'échantillon est alors prét pour L'analyse.

IV. - Analyse HPLC

Les conditions utiliséses sont les suivantes :

- colonne Si 60 5 microns 125 mm Hibar Merk,

- éluant n-hexane + 0,5 % G'acétonitrile, soigneusement dégazé a
1'hélium,

- température 35°C,

- débit 2 ml/mn,

- pression 70 bars environ,

~ quantité injectée 10 microlitres,

- durée d'élution des hydrocarbures aromatigues 2,5% minutes puis
"Backflush” pendant 5 mn,

- durde totale d'analyse & minutes.

Spectroflucorimétre :
- excitation 270 mn,
- émission > 310 mn (la fenédtre du photomultiplicateur servant des

filtres passes-bas).

La sensibilité du spectroflucrimétre est réglée de fagon 3 assurer
3 la fois la sensibilité et l'amptitude dynamigue suffisante. Ces réglages

dépendent de 1'état de la lamre {'excitation et du photomultiplicateur.



Lorsque la colonne est équilibrée et tous les réglages corrects,
on a pour le chryséne un temps 4z rétention voisin de 7 minutes et une

réponsge lindaire du détecteur entre 0,5 et 200 mg injectés.

V. -~ Quantification

L'estimation des hydrocarbures aromatiqgues est faite par
intégration du signal fluorimétrique dd & l'échantillon et comparaison

avec celui fourni par un étalon externe, le chryséne.

Les résultats sont exprimés en wg 4d'hydrocarbures aromatigues

par kg d'échantillon sec.
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IDENTIFICATION DES HYDROCARBURES PERSISTANTS PAR COUPLAGE CHROMATOGRAPHTE
GAZEUSE/SPECTROMETRIE DE MASSE

La préparation de 1'échantillon est décrite en ANNEXE I.

Les conditions utilisées sont les suivantes

- chromatographie en phase gazeuse

. colonne capillaire en verre WCOT (25 m x 0,25 mm)
garnie de SE 30

. gaz vecteur Hé&lium

. 4ébit 2 ml/mn

. injection "spitless’

. température d'injection 270° C

. température de 1'interface 330° C

. température du four programmée de 100 2 270° ¢ (5°/mn)

~ spectrométrie de masse
. spectrométre de masse RIBERMAG R 10 - 10 couplé
au systéme informatique SIDAR 121
. mode d'ionisation : impact &lectronique (70 e V)

. gomme de masse balayée : 50 - 350 en 1,5 s.

Compte tenu de la sélectivité du spectrométre de masse, l'échantil-
lon est injecté directement dans la colonne sans séparation préalaeble

entre hydrocarbures aromatiques et saturés.

L'identification de 1'hydrocarbure est effectuée par 1l'intermé-
diaire de son spectre de masse et de son temps de rétention. Toutes les
mesures effectuées pour la détermination des proportions relatives des
différents hydrocarbures identifi8s ont été réalisées par intégration
sur le chromatogramme reconstitué des pics de 1'ion moléculaire en faisant

1'hypothdse d'un facteur de réponse identique pour tous les composés.

Ceci a pour conséquence de sous-évaluer notablement les
omposés les plus lourds et particulidrement leurs dérivés alkylés dont
c e

la fragmentation est plus importante.



- Chromatogrammes caractfristiques obtenus par H P L C.

~ Chromatogrammes reconstitu®s de différentes familles

d‘hydrocarbures identifiés par GC/MS.

- Spectres de masses caractéristiques de quelques hydrocarbures

P
rémanents.



Ces chromatogrammes reconstitués sur des ions spécifiques sont représentatifs des alkyls dibenzothiophénes
(m/e = 198, 212, 226, 240, 254, 268, 282)
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Spectre de masge d‘un (3 dibenzothiophéne



Ces chromatogrammes reconstitués sur des ions spécifiques sont représentatifs des naphtobenzothiophénes
et alkyls substitués (m/e™ = 234, 248, 262, 276}.
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Spectre de masse d'un C 2 naphtobenzothiophéne



Ces chromatogrammes reconstitués sur des ions spécifiques sont représentatifs des phénanthrénes
et alkyls phénanthrénes {m/e~ = 178 , 192, 206, 220, 234).
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Ces chromatogrammes reconstitués sur des ions spécifiqges sont représentatifs des fluoranthénes,
pyrénes et alkyls substitués (m/e = 202,216, 230, 244, 258}.
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Ces chromatogrammes reconstitués sur des ions spécifiques sont représentatifs du chryséne et de ses
alkyls substitués (m/e = 228, 242, 256).
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