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1!. .?~me PARTIE - MICIWPOLLUANTS ORGANIQUES

A - LES PESTICIDES ORGANOCHLORES
-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-;-=-=-=-=-=

-- Le DDT, ses dérivés DDD, DDE et les polychlorobiphényls (PCB)

constituent lesrésidl.1s organochlorés les plus fréquemrnent rencontrés

dans l'e:n.vir011nement marin .. Depuis que JENSEN a signalé en 1968 l'interfé­

~sice desP CB dans les analyses du DDT et de ses ~érivés, la plupart

des laboratoires utilisslt des méthodes permettant d'identifier sépal"ément

ces deux groupes de produits ..

Hous ne considérerons donc que les méthodes analytiques qui per­

mettent de cfétermüler simul tanémslt, sur un même échantillon~ l' S1semble

de ces résidus ..

Le mode opératoire de ces procédés analytiques comprend généra­

lemS1t cinq opérations distinctes :

condi tionnement des échanti lIons,

extraction des résidus organochlorés par un solvant organique,

- purification de l'extrait,

s6parationdes PCE et du DDT,

- dosage de chaque résidu.

Les tecl1.J.'1.iques utilisables aWcours de chacUlle de ces opérations

dépenderlt essentiellement de la nature des échantillons à traiter ..

1 .. CONDITIONlifEJ:filiNT DES ECHANTILLONS

1010 Echantillons d'eau

L' cau prélevée soi t par pompage soit par bouteilles à prélève.,..

,ment est d(;barrassée des org2J1ismes zooplanctoniques par filtration·.. COX

(1971), utilise pour ce faire Ulle toile de porosité 175,uo Les échantil-

lons doivent être conservés dans desflacolulages en verre jusqu'à leur

traitemeat au laboratoire ..
/

0/ 00" 0
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S1JivCl.nt la contamination des zones échal'l.tillonnées le volume de

chaque prélèvem61.t varie 61.tre quelques litres et plusieurs dizaines de

litres.

Le plal1.cton est récolté à l'aide de filets de maillage corres­

pondw1.t à la taille des espèces plal1.ctoniques que l'on souhaite échantillŒl­

ner. Cepô~dal1.t, malgré toutes les précautions qui peUV61.t être prises,

les prélèvements sont fréquerrunent souillés par des détritus indésirables.

Le phytoplal1.cton et le zooplancton sont prélevés par MAli.CI-WrD

et Coll. (1974) à l'aide de filets ayant respectivemô~t des mailles de

60 et 300 u. Le macrozooplanctoIl est échal1tillonn6 avec ml filet type

ISAACS - KID.

HILLIAHS et HOLDEN (1973) recueillent à la vitesse de 10 noeuds

et par 10 mètres de fond, le plancton de taille supérieure à 300 u alors

que JENSEN et Coll. (1972) utilis61.t url filet de 100 u à la vitesse de

1 noeud.

Les échantillons peuvent être conservés, si nécessaire, dans
,
des bocaux de verre à la température de _20° Co

Les échantillons de poissons, crustacés et coqui lIages l' s'ils

ne peuvent être analysés rapidem61t doivelt être cbnservés congelés Qe

- 10° C à-20° C.Pour éviter toute contamination secondaire, il est pré­

férable de les emballer dal1.s une feuille d'aluminium ou de les stoCJ.~er dans

des bocaux de verre. HOLDEN (1970) a montré que les échantillons de pho­

ques pouvaient aussi bien être conservés par réfrigération à- 20° C que

par immersion déûlS une solution aqueuse à 5 % d'aldehyde formique •

./ ....
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2 .. TEC}IT~IQUES illfALYTIQUES EN USAGE

Les composés orgmîochlorés sont séparés de leur milieu support

à 1'aide de solvants organiques apolaires .. Les phases d' extrç,ctiol1. sont

nombreuses et dépendent à la fois de la nature de l'échantillon et des

moyens tecl~riques d'extraction..

~ .. 1 .. 1 .. Le~ phases d'extraction

Choix des solvants

Le n-lIEXANE est le solvant le plus fréquemment utilisé que ce

soit pour les extractions à partir des éch@îtillons d'eau, de coquillages,

de poissons ou deplanctol1 (HOLDElJ 1970, ZITKO 1971, JENSEN et Coll .. 1972,

1'1At?CHAND 1974, BlU\UD 1972, EADES et Coll. 1970, UILLLAMS et HOLDEN 1973) ..

Les autres solvants usuels sont moins utilisés tels, le pentane

pour les tissus animaux (BERGE et HILLEBRM'D 1974, HAGEL et 1'UINSTRA 1972),

l'acétŒlitr:i:le pour les algues (BllAUD 1972) ou les poissons (l'1ESTl1E 1971)

et les mélaJ.'1geséther de pétrole - éther sulfurique.

En raison des teneurs en eau élevées des tissus de mollusques,

certains auteurs procédent d'abord à un broyage dar.ls l'acétone puis à

l'extraction des composés organochlorés par l'éther de pétrole (FOUGERAS

1971) ou le pentane (BERGE et HILLEBRAND 1974).

Pùfeté des solvants

Tous les solvants utilisés pour cette opération doiv8'1t être d'm'le

pureté élevée et el particulier exempts de traces d'organochlorés pouvant

interférer da1'1s le dosage des résidus recherchés ..

Certains fabricants proposent des produits de très haute pureté

dits i'nanogradetl et ne rel1.fcrmantseulemcnt que quelques dizaines de nano­

gramme de composé chloré par litre ..
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Les solvants dits "p0l.;LréU1.alyse" peuvent être utilisés après trai...

te:nent et redistillation~

HESTRE et ILLES (1970) ont propose: un procédé de préparation de

l t éther de pétrole par traitement à l'eau oxygéJ.1.éel réduction par Zn - Ni

eIl milieu Hel pur, lavage à l t acide snlfurique et redistillation de la frac·­

tion 35 - 60° Co Ce traitem61t permet d'obtelur un solvant peu coCteux, mais

les manipulations sont multiples et très longues .. Ces auteurs considèrent

que l'éther de pétrole est utilisable quœ1.d 5rl de solvant concentré

150 fois peUV61.t être injectés dans un chromatographe en phase gazeuse avec

détecteur à capture d'électrons sans qu'apparaisse des substances en quwlti­

té gênœ1.te pour l'analyse des résidus 0

HOLDEN etHAl1SDRN (1969) utilisent du n-hexane, 67 - 70° C redis­

tillé 68 - 69° C exempt de substance détectable en chromatographie en phase

gazeuse après une concentration de 100 fois.

2.1.2.. Extraction _~.Eartir de l'eau

Les composés organochlor6s peUV61.t être séparés de l'eau direc­

tement par mise en contact avec le solvœlt) par concentration sur résine

échangeuse d'ions ou supports adsorbants 0

- Extraction directe

L'opération peut st effectuer manuelleme:l.1.tdans un décanteur

muni d'un robinet verre ou téflon et préalablem61t rincé avec le solvant

d'extraction.

Les résidus organochloréscOl'1t61.US dai.1S le volume d' eau à trai­

ter (1 litre) sont extraits par agi tatiolls répét6es a17ec un solvant .. Géné­

ralement trois extraits successifs soit deux fois 100 ml et une fois 50 ml

de solvœ1.t, sont suffisants pour retenir la totalité des résidus présents.

Différslts systèmes d'automatisatim1 de ces opérations ont été

proposôs dont ceux de MES'IRE (1971) et de AHl\JOFF et JOSEFSSON (1974)"
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Le premier dispositif consiste à faire circuler, par dépression,

l'éch~ltilloll et Ul~ solvill~t plus léger que l'eau dans un serp51tin rempli

de billes de verre .. Le môla,nge eau-solvant est recueilli à la sortie du ser­

pentin dill~s Ul1 récipient de décill1tati0l1 .. Lo. phase organique est 5~suite

transfér~e péll" aspiration dili1Silll ballon récepteur .. Cet appareillClgc

tout en verre peut trCliter 900 ml d'eau en1 0 à 20 mn, mais nécessite cepen­

dant des interventions m~lUelles telles que ouvert-ù.re et fermeture de robi­

nets à périodes déterminées.

Le système mis au point par AlnJOFF et JOSEF8S0N est constitué

par un cylindre clos à l'intérieur duquel se trouve Ul1 bol de téflon renfer­

mill~t 150 ml de solvant (cyclohexane) et un barreau aimanté .. L'eau pénétrant

aU sorrunet du cylindre est mise aU contact du solvant grâce au vortex formé

par la rotation du barreau aimanté .. Une zone de décantation ménagée autour

du bol permet d'évacuer par pompage l'eau traitée .. En fin d'opération le

cyclohexane est recueilli dans le bol .. Cet appareil de conception simple,

peu encombrili1t et d'emploi facile, permet de traiter "in si tu" de 8 à 10

li tres d'eau par une faible qua..'1ti té de solvant .. Cependant, une partie est

perdue au cours de l' op ératio:n et les pa.ramètres tels que turbidi té et sali­

ni té jouent un d:lle clans la récupération du cyclohexane ini tialo

- Concentration sur résines

Quand les concentrations dans l'eau sont très faibles, il peut

être avantageux de réUl1ir, dans un faible volume de solvant, les résidus con....;

tenus dilllS d'importili1tes quantités d'eauo Cette concentration s'effectue par

écoulement de l'eau sur Ul1e substwlce adsorbante qui ensui te élu6e par Ul1

solvill1t,restitue les substances fixé:es ..

Ce sont les graisses c1e silicone et certains polymères synthéti.,...

ques qui, parmi les nombreuses substances ~tudi6es, possèdent les meilleures

propriétés adsorbantes 0

AHLll'fG et JENSEN (1970) reticru151t de 5ü à 100 % de pesticides

sur une coloill1ede chromosorb \'J 60-00 mesh, traité par ducarbo1:1êlX 4 000

et du n-Ul~déca...'1.eo
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Les billes de polyur6théU1.e peuverlt être utilisées comme adsor­

bant soit seules, pour retenir les PCB, soit enrobées de graisses de sili­

cones, pour fixer t.:m grand nombre de pesticides ..

UTHE et Coll. (1972) ont trouvé des rô1.dements supérieurs à

90 % avec des billes de polyuréthane trai tôes par du De 200. Pour li aldrine

et le DDT, SE 30, QF 1 et DEGS dOllilent de bons résultats alors que les sé­

ries OV sont inefficaces .. Les pesticides fixés peuve...'1.t être é1ués par un

faible volume d'hexillle (100 ml).

Contrairement au polyuréthane qui est compressible j la résine

AMBERLITE X !lS) 2, polymère du styrène et du divinylbenzène, résiste à 1'6­

crasemô1.t et retient les dérivés organochlorés par liaison hydrophobe .. Sa

capacit'2 d'adsorption est élevée et les rendements de récupération par l'acé­

tonitrile du DDE, DDT et de la dieldrine sont voisins de 100 %..

2 .. 1.3. Extraction à partir des organismes vivants

Extraction liquide-liquide

Cette technique consiste à solubiliser les corps gras et les pes­

ticides par broyage et macération dans UIl rrerrcier solvant puis à procéder

à une deuxième extrac"tion sélective ..

FOUGERAS ( 1971) utilise 25 g de chair d'huître qu'il broye dans

100 ml d'acétone puis mainticrlt sous agitation p~ldilllt 20 ml .. Après filtra­

tion sur hyflosupercel$ la phase ac6tonique est additiœ1U6e de 300 ml d'eau

et extraite par deux fois 100 ml d'éther de pétrole.

BERGE et Coll .. (1974) utilisent une tecJ:mique analogue avec des

échantillons de plancton. 50 g de plal1.cton sont mixés pendant 30 secondes

dar.s 100 ml d'acétone et l'extraction s'effectue après addition de 900 ml

d'eiJ.u par deux fois 150 ml de pentë:Ule.

BRAUD (1972) proc6de à. l'extraction par l'heXë:Ule d'échantillons

de 75 g d'algues broyés dans 50 ml d'acétonitrile et 30 ml d'eau.
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- Extraction solide-liquide

L'utilisation d'un o.pp3X'eil de SOXHLET pour l'extraction des

résidus dœ:1S les tissus organiques est d'l.,Ul usage très coural1.t. Les échal1.­

tillons sont pr6alablement deshydrtLtés soit par lyophilisation, soi t par

broyage avec du sulfate de soude ili'1.hydre.

Les prises d'essai sont de l'ordre de 5 g pour les poissons gras,

10 à 30 g pour les poissons mcugres et les coquillages et de 50 g pour les

s6diments .. L'extraction dure environ 8 h,le solvant le plus fr6quemm51.t

utilisé: étant le n-hexane.

Bien que l'extraction liquide-l:i,quide paraisse plus rapide à

mettre en oeuvre que l'utilisation du soxhlet, ce dernier présente Cep51.­

dant de nombreux avantages.

2.2. Purification des ex~raits- - - - - - - - - - - - - ~ - -
2.2.1 • Lavage à la dim6thYJformami de

DE FAUBERT-HAUDER (11-3) et Coll. (1964) séparent les lipides des

extrai ts hexaniques par lavages successifs à la diméthylformamide (DI1F)

saturée d' hexane. Ce procédé donne des extrai ts d'une pureté conve:tlable

mais comporte de longues et multiples manipulations "d'agitation ­

décantation" qui nécessitent la rrd,se en oeuvre d'importantes séries de

décanteurs. Le schéma 1 doru1.e l'ordre chrollologique des mœ:lipulations

à réaliser.

2.2.2. PréciJ2itationdes lipides en milieu sulfurique

HlJRPHY( P.G.) (1972) pr6cipi te les lipides par addition de l ml

d'acide sulfurique concentré à 5 à 10 ml d'extrait hexanique .. Après agita~

tion et centrifugation 10 rnn à 600 tourSparl11l1, la phase hexanique surna­

geal1te est prélevée. L'opération peut être répétée si la tenear initiale

en lipides est trop élevée ..

Cette m2thode appliquée à des extraits à raison de 4 ml d'hexane

par gramme de tissu donne des rendements de récupération de 98 à 100 % pour

les PCB, le lind,me,« et "6 chlordane, DDHU f DDE, DDT et DDD. Valdrine

o/'éi 00
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25 ml extrait hexanique contenant les graisses

l

hexane

t

l

\
25 ml hexane

1
+

~
10 ml

1

10 ml hexane

)

10 ml hexane

l
lavage par 10 ml DMF -----~)

30 ml DMF

Extraction par 3 fois 10 ml de DMF saturé-hexane

11/
30 ml DMF saturé hexane

l
lavage par 10 ml hexane saturé DMF

/~

40 ml DMF ~(---

l
+ 200 ml N~S04 2 %

l ~

Décantation 20 ... lr séparation de l'~ane en solution ----t» hexane

Phase aqueuse l
l éliminer Ajuster au volume désiré

par concentration sous
vide

SCHEMA ..• 1
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et l'endrine (94 %), l'heptachlor époxide (91 /~) sont faiblement affectés

alors que la dieldrine (4 %) et les composés orgmlOphosphorés sont détrui tso

2.2030 Chromatographie d'adsorption

Le florisil qui est lli~ silicate de magnésium synthétique a été

utilisé pour la purification des extraits, puis la séparation des résidus

organochlorés et organophosphoréso Son utilisation expose à des aléas en

raison de la présence occasionnelle d'impuretés, mais aussi à cause de

variations dans la composition chimique des différents lots, ce qui entraî­

ne des variations notables des degrés d'activité.

L'alumine préalablem61t désactivée à 8000 C puis réactivée avec

5 ou 10 ~~ d'eau, donne de bons résultats. Son élution par de l'hexane est

quantitative pour les PCB, le DDT et ses dérivés. Le tableau nO 1 donne

quelques systèmes d'élution du florisil et de l'alumine.

ABSORBANT SYSTEIVlE D'ELUTION REFERENCES
• 0o •------------- -----------------------_._----- ---------,----

Florisil

Florisil (40 g)

Chlorure de méthylène
+ hexane (20 + 80)

Chlorure de méthylène
+ éther de pétrole (35 + 65)

Florisil 1 n-heXili~e :
2 n-hexane + diethyléther(9ü+1Q:

··

Hexane (10-20 ml)

1 hexane
2 hexili~e + dielthylether

Hexane (90 ml)Alumine 5 %
(10 g)

Alumine 5 %
(2 g)

Alumine 10 %: Peritane (20 ml)
(15 g)

Florisil 3 %

TABLEAU nO 1 Absorbants et systèmes d'élution.
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202.4. Séparation moléculaire sur 9:el

La séparation des lipides et des pesticides, suivant leur poids

moléculaire, est possible en utili~ant des gels appropriés.

STALLING et ColL (1972) séparent à partir d' extraits de poissons,

le DDT, DDE, DDD et les PCB sur un gel de polystyrène lIBio Beads SX 2". La

séparation est totnle si l' 01'1 élue par le cyclohexane et la récupérntion

des pesticides est sup'::rieure à 95 % pour des concentrations au niveau des

tissus comprises entre 0,01 et 1 mg/kg.

Après emploi, le gel peut être recyclé par lavage ce qui permet

l'ë',utomatisation de la méthode.

Pour éviter l'interférence de certains constituants des PCB avec

le DDT ou ses dérivés, il est indispensable de fractiOl1l1er les extraits

aV~lt de procéder à la détermination qualitative et quantitative des rési­

dus. Ce fractioru~ement s'effectue sur colol~es de silice, de silice et

célite, ou de florisil.

2.3.10 Fractionnement sur silice

Cette technique a été mise au point et développée par HOLDEN et

MARSDEN (1969). La silice (70 - 325 mesh) est d'abord lavée à l'eau distil­

lée chaude puis par l'éther éthylique. Après s2chage elle est activée à

1200 C pendant deux heures puis partiellement désactivée par addition de

5 % d'eau. Deux gramines de silice humidifiée à l'hexane sont versés dans une

colonne en verre borosilicat6 de 0,6 cm de diamètre intérieur et de 45 cm

de long. LI élution des PCB, du pp 'DDE et de 45 % de op 'DDT contenus dans

un millilitre d'extrait est obtenue avec 5 ml d';lexane. Les composés res­

tant sont ensuite élués par un mélange contenant 10 % de diethyl éther

dans le n-hexane.

2.3.20 Fractionnems'1t sur silice et célite

A!vl0tJR et BURKE (1970) séparent lesPCB du groupe des DDT avec un

mél~lge de silice (100 mesh), activée pendant 7 11 à 1300 C et partiellement

d6sactivée pa:.." 3 % d' eélU, et de céli te 545. Cinq grammes de c6li te et

vingt grammes d'acide silicique sont mis en suspension dans 80 ml d'éther
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de pétrole et versés dans une colonne en vel~re de 0 , 22 cm de diamètre et

40 cm de hauto L'extrait purifié (5 ml) est élué à raison de 5 ml/rlli'1 par

250 ml d'éther de pétrole puis par 200 ml d'un mélange d'acétonitrile ­

hexane - chlorure de méthylène (1 + 19 + 80)0 Le premier éluat contient

les PCB et l'aldrine, le second le DDT et ses dérivéS4

20303~Fractionnementsur florisil

La séparation des PCB et des pesticides du groupe du DDT peut

être effectuée sur colonne de florisil en utilisant deux élu21.J:ltS de pola­

rité diff6r5~te :

- hexane et diéthyéther dans l'hexane,

- éther de pétrole et c1i6thyléther dans l'éther de pétrole4

Le tableau nO 2 donne les différents systèmes d' 6lution utilisés

ainsi que les pesticides 6lués dans chaque éluill~to

~SYSTEME D'ELUTION: PRODUITS ELUES REFERENCES

n-hexillle + di é- :
thyléther(90+10): dieldrine, enc1rille,

n-hexi.X.fle + dié- : Dieldrine, endrine,
thyléther(90+10):

n-hexé.'l.ne + dié:- Heptachlor -époxide, DDD, DDT,
thy16tller (50+50i

':

REYNOLDS

KOEHAFJ

RICI-Ilu1DSON

HES'IRES

~
)
)

)

~
)

)
)
)
\

)

~
)
)

Heptachlor, aldrine, DDE, PCB,

DDE, PCB,

BRe, PCS, aldrine, pp'DDD,
pp 'DDT,

l1-hexane

n-hexane

Ether de pétrole: DDE, DDD, DDT,

Ether de pétrole:
-:- dié:thy16ther : PCB, dieldrine,

(50 -:- 50)

TABLEAU nO 2 : Systèmes d' élution pour la séparation des PCB et des DDT
sur florisilo

0/G. 00
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30 IDENTIFICATION ET QUiillTIFICATION DES RESIDUS

De façon g6r!6rale, les pesticides peuvent être dosés en. faisan.t

appel à un grand nombre de teclmiques o.nalytiques, mais ce sont essentiel­

lemen.t les techniques chromatographiques qui sont utilis6es en raison

de leur s5~sibilit60

Li.l chromatographie e;,"l phase gazeuse est plus souvent utilisée

que la chromatographie sur couche mince pour l'iden.tification et la quaxlti­

fication des résidus de PCB et DDT dans les extraits d'6chaJ.1tillons d'eau

ou de tissus animaux 0

301010 Les phases stationnaires

A cause du point d'ébullition relativement élevé des composés

organochlorés, les phases statiol'Ulaires doivent être parfaitement stables

pour des temp,§ratures voisines de 2000 Co

Les graisses de silicone SE 30, DC 200 ou les silicones fluorées

QF 1 et OV, faiblement imprégnées remplissent génôréJ.lement les conditions

requiseso L'association d'ulle phase QF 1 avec du DC 200, du SE 30 ou de

l'OV 17 donne également de bOlmes séparatiŒlso

Le chromosorb '1:1, quali té N:! ou DHCS, es t le support le plus

fréquerrunent utilisé avec le Gaschrom Qo

Le tableau nO 3 dorllle pour quelques uneS des phases statiolmaires

habituelleme:i.1.t employées, les taux d'imprégnati0l1, les températures d'uti­

lisation et l'ordre de sortie des pesticides séparés daJ.1s ces condi tionso
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3.1.2. Les détecteurs

Les qUillLtités gén6ralem~lt très faibles de résidus prése~ts dmîs

les extraits soumis à la chromatographie en phase gazeuse ne peuvent être

décelés qu'au moyen de détecteurs sensibles à quelques picograrrunes de

produi t.

Le détecteur dit à capture d'électrons mmLi d'une source de

t . t' 0'1 .de 63N; est' 11 t t' l" l d dt'r~ ~um v " ... wuverse emen u ~ ~se pour e osage es pes ~-

cides orgilllohalogénés. Sa sélectivité est faible mais sa sensibilité est

très élevée pour les dérivés organiques du chlore. La majori té des appareil­

lages exist~îts, permettent de déceler entre 0,1 et 1 picogr~we de LlrIDMTE

par exemple, Le remplacement de la source tritium prirlli tivement utilisée

d 63~, . d' b . d d't t d' d' dpar Wle source eI.~ a perm~s 0 t6~r es e ec eurs une uree e

vie plus longue et POUV~Lt fOIlctionner à des températures plus élevées

. (350 - 4000 C) sans encrassement.

Le chromatographe en phase gazeuse peut être couplé avec des

détecteurs spécifiques du chlore, géné~alemslt moins sensibles que la

capture d'électrons, faisant appel à la microcouloml~trie, la conductivité

électrolytique, ou la spectrométrie de masse.

QUilL'1d les résidus de PCB sont en quanti té élevée dans les extraits,

le spectromètre de masse peut se r~véler d'mî emploi aV~ltageux.Mais,

de façon générale, ces détecteurs sont très co~teux et d'mLfonctiol~~em~lt

plus délicat que le détecteur à capture d'(;lectrons. Ils nécessitent en

outre 1-li personnel très fcuniliarisé à leur utilisation. Si, pour des analy­

ses de routine, l'utilisation d'un détecteur à capture d'électrons est

particulièrement fiable,l'usagec1'Ull microcoulomètreou d'un détecteur de

HALL peut se r6vélerprécieux pour l'identification particulièreme1'lt déli­

cate de certains résidus.

0/0 CI 60
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D'un emploi peu courm~tf elle est parfois utilis6e conrrae une

techJiique de confirmation des résultats acquis en chromatographie en phas~

gazeuse~

Les composés organochlorés peuvent être séparés sur couche mince

d'alumine ou de silice en utilism~t, le n-heptane ou des mélm1ges acétone ­

n-heptane et diméthylforméulùde - isoectêllLC r comme systèmes d' 6lution..

Après développement, un réactif chromogé..1'J.ique tel que :

- nitrate d'argent et 2-phénoxyéthilll01 en milieu acétonique,

- diphényLumne et chlorure de zinc dill~S l'acétone,

- rhodamine B en solution aqueuse à 10 % de carbonate de sodium,

o-tolidine en solution acétonique,

vapeurs d'iode,

est pulvérisé sur les plaques. L'exposition à un rayoru~ement ultraviolet

est souvent nécessaire pour visualiser les spots.

Suiv~~t les tecln1iques employées et le composé recherché, les

seuils de détection sont compris entre 0,02 et 1 p90

4. AVANTAGES DES DIFFEI?ENTES HETaOPES

4.1. Critères du choix

On ne peut estimer le niveau de contamination du m~ilieu qu'en

interprétant de façon statistique les résultats dès m~alyses pratiquées sur

un grand nombre d'6chélIltillonso Les laboratoires doivent donc disposer

de méthodes effectU&llt, dans les meilleurs d61aiset à un coû.t raisonnable,

un grand nombre d'analyses de routine .. Pour être adaptables à de grandes

séries, lestechn.iques ne devront comporter qu'un minimum de manipulations

simples n'utilisant qu'un appareillage courant de laboratoireo

Chacune des techniques el'! usage qui, du point de vue de la sensi­

bilité et de la reproductibilité, dOl~1e des résultats comparables,

peut être plus particulièrement examinée sous l'aspect de :

fJ/ o ••
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- la durée des manipulations ; elles devront être aussi courtes

que possible et ne pas n6cessiterdes attentes prolongées dues par exemple

à la Îormation d'§nulsions stables ou de débits sur colonne trop lents}

- l'importance de la verrerie u.tilisée ; il est souhaitable de

procéder avant utilisation à un lavage de toute la verrerie par les sol­

vants utilisés pour ln suite des opérations. Un nombre linù té de pièces

réduira d'a.utant la durée de l'analyse

- la nature et le volume des solvaxlts qui sont un Îacteur impoF­

tant du prix de revient d'lli~e tecŒlique wlalytique. En raison des redistil­

lations préalables, il est souhaitable de n'utiliserqu'lli~ ou deux solvill~ts

au plus, et en faible qUilllti té 7

la nature des absorbants qui devra être choisie essentiellement

en Îonction de la constance de leur composition, de la reproductibilité du

degré d'activité désiré, de leur pureté, de leur durée de conservation et

des qUill~tités nécessaires.

4.2. Méthodes reconvnandées

Les méthodes qui correspondent le mieux à une utilisation de rou­

tine pourraient comprendre les opérations suivantes :

4.2.1. Extraction

L'extractiml solide-liquide par le n-hexane sur appareil de

soxhlet prés5~te des avantages importants

- manipulations limitées ne nécessitant pas de surveillance
particulière,

- utilisation d'une Îaiblequanti té de solvant,

possibili t\~ de déterminer simultanément la teneur en graisse
des échantillons par simple pesée,

matériel de verrerie peu important.

Ce même solvant peut aussi être utilisé pour l' cxtractiondirecte

des échantillons d'eau. Certains extraits peuvent être injectés après con­

centration et sans purification dans un chromatographe en phase gazeuse

l'hexa..'1.e étant un très bon solvant d'injection en capture d'électrons.
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4,,2.2. Purification
.., ....

Si la dieldrine n'est pas recherchée, la précipitation des lipi­

des en milieu sulfurique est rapide et se prête facilemslt au traitement

simultané d'un grffild nombre d'échffiltillons.

Le florisil peut être utilisé dans la mesure où la dieldrine est

recherChée, mais sa prép~'ation est trop souvent considérée comme aléatoire

et source de contamination. Enfin, la séparation moléculaire sur gel peut

être intéressante dffilS la mesure où l'on dispose d'un système automatique,

mais d'importffilts volumes de solvffilts sont nécessaires ..

4.203. Séparation des PCB

La méthode sur gel de silice (HOLDEI-I et MARSDEl'r 1969) présslte

de nombreux avantages sur celle utilisffilt le mélange silice et célite :

b01TIle séparation PCB et DDT,

quanti tés de produi ts très nettement il1f'érieures,

- vitesse de passage du sdYant plus rapide,

- injection directe des éluants en chromatographie 61 phase gazeuse
à capture d'électrons.

Le chromatographie eIl phase gazause avec détecteur à capture dl élec­

trons est une technique indispensable pour le dosage des résidus d'orga­

nochlorés. Elle est de plus actuellement très répaJ.1due dans tous les

laboratoires.

- Hatériel

extracteur solide-liquide
évaporateur rotatif sous vide
centrifugeuse de paillasse
chromatographe eil phase gazeuse équipé d'un détecteur cap­
ture d'électrons au 63Ni

Produi ts
n-hexane redistillé
d.ièthyl éther redisti1l6
gel de silice
acide sulfurique

0-/" Cl 0'0
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B - LES TENSIO-ACTIFS AN"IONIQUES
-=-=-=-:-=-=-=-=-=-=-:-=-=-=-=-=

Parmi les molécules préseJ:1:tant des propriétés teJ.1.sio-actives, on

distingue des composés anioniques, cationiques, non ioniques et ampholyteso

En raison de leur emploi massif dans les lessives méJ:lagères, ce sont les

dérivés anioniques que l'on retrouve le plus fréquemment daJ1Sle milieu

marin. Ils sont composés essentiellement d'alkylbenzènesulfonates,

dt alkylsulfonates, dl alkylsulfates et d'alkylcarboxylates dont la chaîne

hydrocarbonée comporte de 10 à 20 atomes de carbone.

De nombreuses méthodes analytiques ont été développées pour les

rechercher dans les eaux car, en raison de leur relative stabilité, ils

peuvent être considérés comme des traceurs des déversements urbainso

Nous nous limiterons ici aux méthodes de dosage des tensiO....actifs

ill1.ioniques d~lS les eaux littoraleso

1 a CONDITIONNEMENT DES ECHANTILLONS

Les tensio-actifs conservés en milieu clos peuvent être adsorbés

sur les parois des récipients et subir des réactions de biodégradation.

COSSA (1 973) a montr é que des échanti llons d'eau de mer, contena...'1t 100 y.g/l

de détergent, congelés à ~ 100 C e..'1f·lacon de polyéthylène, étaient relati­

vement stables peJ.1.d~lt trois semaines 0 Par COl1tre au-delà de 24 h de stocka­

ge àla tGmpérature ambia...'1te, on pouvait noter chez les mêmes échantillons

une dimiriutiol1non négligeable de la concentration ini tialeo

2. TECill{IQUESfu~ALYTIQUESENUSAGE

Il est possible de doser les tensio-actifs anioniques en utilisant

la polarographie (JEURING 1966 ~PHILIPPS 1967), la ti trimétrie (EPTON 1948),

la. spectrophotométrie infrarouge et la calorimétrie au vert de méthyle

(AB130T'l' 1963)0 Ces méthodes sont cependant peu usitées en raison, soit de

leur complexité, soit de leur manque de sensibilité ..
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Les tecl1niques les plus enlployées procèdent par complexation du

bleu de méthylène ou de 1lorthqphénantrolil1.e avec le radical sulfonate du

tensio-actif.

Suivant les teJ:leurs à doser, il peut être nécessaire de pratiquer

une préconcel1.trationdes échcu1.tillons .avant d'appliquer l'une ou l'autre

de ces deux méthodes.

2.1. Préconcentration des ~chantillons-- - - - - - - - - - - - - - - - '-
Le charbon actif, les résines cationiques fortement basiques et

certains copolymères peuvent fixer de manière quasi qUaJ.1.ti tative les alkyl­

benzènesulfonates.

Les liaisons entre les chaînes hydrophobes et le cha,rbon actif,

plus solides que celles obtenues avec le gel de silice ou llalumine,

sont difficilement déplacées par élution. SALLEE et FAH?nm (1956)

obtisu1.el1t W1. taux de récupération compris ~1tre 70 ct 95 %par ébullition

e:n milieu alcalin. L'absorption sefaisant de manière non sélective, les

éluats contiel~1.ent fréquemment des matières orgalliques indésirables que

l'on doit éliminer.

Certains auteurs dont COSSA (1973), ont montre; que, parmi les

résines anioniques fortement basiques, la DUaLITE 1\-102oD possède une capa­

cité d' échallge trèsaevée 0 Aubout de 72 h de contact à 60° C avec une

solutiol1.à1 mg/l de dodécylbenzènesuHonate, le taux de fixation dépasse

95%. L'élution par une solution deméthallol ou d'acétone à 50 % dw1.S l'acide

chlorhydrique normal, ne permet de recueillir que 75 % du produi t fixé ..

DI autre part, les valeurs des d~1sités optiques des essais à blw1csont

élevées en raison de llil1terfér~1ce des sulfates, chlorures, nitrates,

phosphates et matières organiques dissous ..

HAYBAUD (1972) obtient de bons résultats eü utilisant une résine

copolymère styrène - divinylbenzène,ôlùée par le méthauol.. Les rendemerlts

de fixation et d'élution sont supérieurs à 90 %..
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L'emploi des absorbants ou des résines pour la préconcentration

des échantillons contenant des traces de tensio-acti.fs, donne souvent

des résultats peu reproductibles. L'utilisation d'une méthode de dosage

très sensible est souvent préférable quand cela est possible.

2.2. Méthodes au bleu de méthylène
~ ~ - - -. - - - - - - .- - - - - - -

Les tensio-actifs anionicrues par liaison du radical sulfuré avec

le bleu de méthylène, .forment un complexe coloré extractible par le chloro­

.forme, suivant la réaction :

+

+

+ NaCI

Le'spectre d'absorption de la lumière par ce complexe présente

un maxirnumcorrespondant àla longueur d'onde 650 mr. La relation entre

densité-optique· et concentration est linéaire (Loi de Be~-Lambert)pourdes

concentrations comprises entre 50 et 100~rg/l.

./....
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Cette méthode a surtout été développée grâce aux travaux de

ABBOTT(1962.). Ce dernier procède à trois doubles extractions successives

au chloroforme» sur le complexe formé d'abord en milieu alcalin puis en

mi1ièu acide. Les phases chloroformiques réunies sont ajustées à un volume

déterminée et leur absorption est mesurée à 650 rr~.

Les milieux tampons alcalins et acides sont respectivement cons­

ti tués par du tètraborate de sodium 0,05 H addi tiormé d'une quanti té égale

de soude 0,1 N et par de l'acide sulftlrique normal.

Les impuretés ,dues aux produits d'oxydation du bleu de méthylène

sont éliminées en milieu alcalin comme en milieu acide par lavage au

chloroforme.

En utilisant cette teclli~ique, COSSA (1973) dose avec tlile précision

de 20 X/des conc5~trations de l'ordre de 50 ~g de dodé-eylbenzènesulfonate

par litre d'eau de mer. Pour des teneurs supérieures à 100 p.g/l la préci­

sion est améliorée mais elle est rarement inférieure à 5 %..

Les t5~eurs relevées dmiS les eaux littorales étant fréquemment

inférialres à 50 l-lg/l, cette méthode ne peut être employée que dans des

zones où les niveaux de contélY,1ination sont particulièrement élevés ~ voisi··

nage des émissaires» estuaires fortementurbanis,2s.

LE BIHA11 et COURTOT-eOUPEZ (1970) f ont publié une méthode origina­

le de dosage des tensio-actifs anioniques par formation d'un complexe avec

l'orth()phénantroline cuivrique. Le cuivre du complexe extrait par la méthyl­

isobutylcètone est dosé par spectrophotométrie d'absorption atomique à

324,7 rnv••
l

Des teneurs équivalentes endioctylsulfosucclllate (Manoxol O.T.)

comprises entre 10 et 500p;g/1 peuvent être dosées dans l'eau de mer

avec une précision de l'ordre de 5 %pour des concentrations supérieures

à 50.fg/l. /
~ "" 00""'0
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COSSA (1973) a notablement amélioré la sensibilité de cette m(;tho­

de en procéd~~t sous agitation magnétique dar~s une fiole de ~U'l litre.

950 ml d'éc~antillon filtré sur millipore 0,45 M sont maintenus

sous agitation magnétique tandis qu'on ajoute 10 ml d'HCl N et 10 ml d'une

solution de sulfate d' orthophé:naJ:1troline à. 0,025 H.. Après homogénéisation

10 ml de méthylisobutylcétone ~ont introduits et li agi tation est maintenue

pendant deux minutes" La phase organique décantée est pipetée et l'extrac­

tion estrép,~tée avec 10 ml de solvant" Les deux fractions sont réunies
"

et leur densité optique (il) est lue à 324,7,... La phase aqueuse est en-

sui te épuisée par quatre fois 25 ml de solvant, la densité optique de la

dernière fraction constituant la valeur du blanc (B) .. La teneur en

t~~sio-actif est prop6rtioru~elle à la différence A - B (Loi de Beer-L~fibert).

L d ., . sont, , 11 btes 6~sltes optlques comparees a ce es 0 enues avec m'le g~mne

de concentrations étalon établies à partir d'm~~ tensio-actifbien

défini. Généralement le dodécylbenzèllesulfonate, le dioctylsulfosuccinate

de sodium (l'1anoxol OoT.) et le sulfate de sodium d'alcool trioxyéthyléné

sont retenus comme produits étalons. Les différt=lltes courbes étalons repor­

tées sur la figure nO 1 montrent que le l'1ill10xol OoT. qui occupe Wle position

intermédiairec::onsti tue un excellent produit de référ61ce.

méthode manuelle de dosage au bleu de méthylène a été adaptée

sur aU:t:pâl'lalyseur' par SODERGREN (1966)"

(1973) a diuri~ part obt61Û u..'1e meilleure séparation de la

cl1.:l9roforJT.iqüe~supprimantles entrées diair, d'autre part suppri­

ligne de base par lavage du circuit avec une solution

5 %.

./0 0~ .,'.
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Le IImani.fbldl! utilisé est indiqué sur le schéma n° 2,

et les réacti.fs employé~ sontles suivants ~

bleu de méthylène alcalin (mJI60Ir)

600 ml de tampon borate (pH 10~6) et 50 ml d'une solution

mère de bleu de méthylène à 0$25 g/l sont lavés par 50 ml

de chloro.forme puis 50 ml d'éther de pétrole 1

bleu de méthylène acide (BH6A)

100 ml de tampon borate + 1 000 ml d'ea.udistillée et 50 ml

de solution mère de bleu de méthylène sont lavés quatre .fois

parSO ml de chloro.forme puis âddi honnés de 100 ml d'acide

sul.furique normal,

chloroforme Ilpour analyse" redistilléc

Dans ces conditions 1 la cadence de l'autoanalyseur est de sept

échantillons par heure? le seuil de détection se si tue aux e:J.1.virons de

50 fg/l et la courbe d'étalŒu~age est linéaire ~ntre 100 et 1 000 rg/l. La

précision est de l'ordre de 10 et 20 I~ pour les concentrationsl> respective­

ment supérieures et inférieures à 500 f 9!1.

3. AVANTAGES DES DIFFERENTES HETHODES

Les teneurs en tensio-acti.fs ~1ioniques des eaux littorales sont

gél1.éralementil'l.férieures à 50 rlg/l et excèdent tres rarement 100yg/lo La

méthoded~al1.alyse qui sera retenue doit donc être suffisamment sensible pour

permettre avec précision le dosage de traces inférieures à 10 fg/lc

La méthode aU bleu de méthylène ne peut atteindre cet objectif

qu.'après une étape de préconcentration sur résine alors que la spectrophoto­

métrie d'absorption atomique du complexe orthopl1énantroline - détergent,

permet de déceler directement moins de 5 rg/lo

Les performances respectives de.chaeurte de ces méthodes ainsi

que les équipements nécessaires sont rassemblés dans le tableau nO 4.
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". essal en h___~ : en heures

Equipement
nécessaire

, 0.,

Bleu de mé­
thylène avec ~

préconcentréù
tionde
11 écl1a.'1.ti1­
Ion

1 à 2 20 10

sulfures
sulfates

; thiosulfa tes
;protéines

10 16

Spectropl1o-:
tomètre

visible

<) '" "n"
<1 <i .;l 0- "______________ _ M ... _.... ..... _ ...... _ _

, " " .. "
" 0 Q co v

Orthophé­
nantroline
cuivrique

2 5 5

: sulfures
: supprimés
:par addi to
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L'examen de ce tableau montre que la méthode au bleu de méthylène

est:sujette à un plus grandl1.0mbre d'interférences, nécessite un volume

d'échantillon plus important? de réalisation plus longue.

Par contre, l'utilisation d'un spectrophotometre d'absorption

atomique rend la technique à. l 'orthophé...'1.antroline cuivrique plus onéreuse

en matériel d'équipement.
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C - LES HYDROCARBURES
_=M=_=_=_=_:_=_=_=_=_

1 0 INTRODUCTION

L'w1alyse des hydrocarbures dans le milieu marin est l'un des pro­

blèmes les plus compliqués que l'œ1 doit résoudre pour le contrOle de la

qualité du milieu naturel. Tout le monde sait en effet que les produits

pétroliers d'origine fossile (pétroles bruts et produits de raffinage) sont

des mél$lges complexes de plusieurs centaines de constituants. La nécessité

d'obtenir une sensibilité extrêmement basse devrait donc 10giquema1t condui­

re à analyser globalement des familles de composés plutOt que chacun d'entre

eux individuellema1t. Mais il faut tenir compte du fait que certains hydro­

carbures sont d'origine récente et qu'on ne peut sans erreur grossière les

confondre avec ceux d'origine fossile. Or, il se trouve que dans toutes les

familles d'hydrocarbures que l'on pourrait détecter globalement avec une

bonne sensibilité figur6~t à la fois des hydrocarbures d'origine fossile

et des hydrocarbures d'origine biogénique récente.

Les r~drocarbures d'origine fossile (pétroles bruts ou de raffinage)

contiennent le plus souvent une série de N-paraffines dont la longueur de

chaîne va au maximum deC1 à C60 mais avec le plus souvent des séries consé­

cutives plus courtes, par exel'nple C10 à C25 pour un fuel-oi1o Les chaînes

à nonibre de carbones pairs et les chaînes à nombre de carbones impairs sont

en proportions sensiblement égales. On y trouve également des hydrocarbures

saturés à chaîne ramifiée notamment le phytane et le pristane. Les hydrocar­

bures aromatiques y sont nombreux, du benzène au benzo 3-4 pyrène, mais ce

dernier ainsi que les autres hydrocarbures polyaromatiques sant sUrtout leur

origine dans les gaz d'échappement des moteurs. Notons que les hydrocarbures

oléfiniques (insaturés) sont à peuprès absents <ies pétroles bruts et abon­

dantsdans lespro<iuits de raffinage. Dans c:es mélanges complexes il est

important de remarquer qU'il existe le plus souvent des familles de produits

homologues ou isomères (1) et que la connaissance de ces groupes est utile

pour l' identification des sources d 'hydroca.t'lJures 0'
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Les hydrocarbures de synthèse récente sont également nombreux

dans l'environnement marin et il est possible de les retrouver aussi bien

dans les organismes qui les synthétisent que dans l'eau ou dans d'autres

organismes qui les ont a.ccumulés. L'un des exemples les plus connus concerne

la synthèse du pristane à partir du phytol (2).

Toutes les familles d'hydrocarbures exist6~t naturellement dans

les organismes vivants (3 -4). Les n-alcanes sont synthétisés dans les

organismes marins. Ourieusement, les composés à nombre de carbones impairs

prédominent par rapport aux autres bien que tous les termes consécutifs

soient souvent présents. Ainsi dans le phytoplancton, les n-alcanes en

015, 017, 019 et 021 sont prédominants (4 - 5), d'autres algues contiennent

surtout les termes impairs de 021 à 029. Toutefois, chez certaines bactéries

qui synthétisent les n-alcanes entre 025 et 032 on ne note pas cette diffé.

rentiation entre les termes pairs et impairs (6). ~ hydrocarbures saturés

à chaînes ramifiées sont parfois les plus abondants dans certains organismes

marins. Parmi eux, le pristane qui est le plus abondant dans la chair et le

foie de certains élasmobranches ; on l'a détecté aussi à la surface de la

mer (7 - 8). Les hydrocarbures insaturés (oléfines) d'origine biogéniques

sont nombreux. Parmi .eux, le squalène abondant dans l'huile de foie de requin

et présent dans les foies de morue. On trouve également des hydrocarbures

en 018, 020 et 021 dans les algues benthiques, phytoplanctoniques ou dans

le zooplancton (020 - 021 - C22). Les carotènes très abondants dans les coquil­

lagessont des hydrocarbures insaturés.

Cette revue succincte des hydrocarbures d'origines diverses dans

le milieu marin permettra de mieux comprendre l' étude critique des méthodes

analytiques proposées dans la littérature et qui sont plus ou moins

spécifiques de certains types pa.rticuliers.

Le mode operatoire de ces procédés analytiques comporte générale-

ment les opérations suivantes :

prélèvement etcondi tionnement des échantillons,

extraction de la fraction lipidique,

purification de l' extrai t,

- analyse des hydrocarbures.

./...
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Ces differentes étapes dépendent non seulementdes écharitillons

à traiter mais aussi de la technique envisagée pour la mesure finale,

2. PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS ET CONDITIONNEMENT

2.1. Eau de mer

Il existe de nombreuses tentatives pour prélever des films minces

d'hydrocarbures à la surface de l'eau, LARSSON et al (9) décrivent un pla­

teau en téflon alvéolé susceptible de prélever une surface de 100 cm2. CHANG

et JADAMEC (10) décrivent quatre systèmes· testés par les U. S. Coast Guards

mettant en jeu divers produits absorbants .. GORDON et KAISER (11) utilise

un procédé dénommé "SLURP" déjà décrit par GOERING et MENZEL (12) permettant

de prélever par aspiration quelques centaines de millilitres d'eau de sur­

face sans qu'une relation directe puisse ~tre faite entre volume et surface

échantillonnée* Les résultats obtenus par ces diverses méthodes sont peu re­

productibles. ~~ ne peut attacher à ces dOnIlées qu'une valeur statistique.

Ils pré:se~tent cependant un intér~t puisque le film superficiel contient

la majeure partie des hydrocarbures prése~ts dans la colonne d'eau; GORDON

et KAISER (11), MACKIE et al (13),

Les prélèvements d'eau subsuperficielle nécessitent de grandes

précautions pour éviter les risques de contamination. Il est exclu d'utili.

ser les bouteilles à prélèVements et les treuils hydrographiques classiques.

GORDON et KAISER ( 11) ont parfaitement démontré que ces moycnsétaient ina­

déquats. La meilleure solution consiste à prélever l'éçhantillon directement

dans le flacon en verre des tiné au stockage de l' échanti lIon en 6vitant ainsi

le contact de l'intérieur du flacon aVec le film de surface. Le proçessus

*adopté dans le cadre du projetIGOSS (14) est le suivant : 50 mldeCC1
4

exempt d'hydrocarbures sont placés dans un flacon propree:1.1 verre brun de

3-4 litres. La bouteille est maintenue fermée par une capsule à vis,

.j••••

* IGOSS: Integrated Global Ocean Station System, crée à l'iJ.'lstigation de la
Commission Océanographique Ini:ernatiop.ale (1 0 C )et l'Organisation
Météorologique mondiale (W MO).
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dégraissée g jusqu'a.u moment de son utilisation. Cette p:r'épa.ration doit~tre

.faite en laboratoire. Immédiatement avant uSage? la bouteille est débouchée

et mise dans un support lest6(fige 1). Avant que le bateau stoppe complè­

tement, l'ensemble est jet6 ë"l.ussiloin que possible par dessus le bastirl.­

guage. La bouteille coule irnmédiatement et se remplit. Elle est ensuite

remontée et quelques millilitres 6liminéspour l' expansi<)l1.thermique. Le

.flacon est o.suite soigneusement bouché. Le CC1
4

est considéré con~e bacté­

riostatique e.f.ficace et aUCllile autre mesure n'est nécessaire pour le stocka­

ge àes échm.tillons. Si l'on s'intéresse exclusivement aux hydrocarbures

dissous, il ne faut pas mettre de CC1
4

dans le .flacon aVant prélèvement mais

ef.fectuer d'abord une filtration sur .filtre en fibre de verre prénettoyé.

Cette opération suivie de l'addition de CC14 à l'éch~ltillon pour sa conser­

vation doit ~tre pratiquée aussitOt que possible. Cette méthode n'est mal­

heureusement pas convenable pour les prélèvements très pro.fonds. Des

solutions nouvelles et e.f.ficaces sont dol1.C attendues en ce domaine.

2.2. Sédiments---- ...... ---

Les sédiments doivo.t être prélevés par ru. système qui respecte

leur structure et permette d'isoler aisément les 5 centimètres super.ficiels

de la couche sous-jacente.

Les échantillol1.s doivalt ~tre stockés dans des récipients en verre

à fermeture hermétique et conservés à _200 C jusqu'à leur analyse.

Il faut noter selonSTRAUGHAM (15) que l'échal1.ti11onnage .d'un

lieu déterminédoi t Si e.ffectuer de manière statistique pour avoir quelques

valeurs et le tableau l peut témoigner des éc.arts possibles en un m~me

lieu.

,,/.....
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21

18

14

12

25

.
, .4 600

4 700

4 800

5 800

25 000

2 340

3 400

4 3 800

5 4 000

·· 6 4 200

7 5 200

8 20 000

·· ··

: ECHANTILLON: A B:% Différ<:;l'lce:... ..----------- ----~----- -----~---. -----~------· .1 110· 460' 318

390 15

730 82

Tableau 1 Matières organiques lm mg/l extraites par CC1
4

dans la couche
superficielle de 8échill1tillons de sédim~1ts prélevés dans une
m~me zone. Les analyses sont fai tes en 2 exemplaires A et B.
(sTRAUGHAM, 1974).

Les organismes vivants sont habituellement conservés à -20°C dans

des flaêons en verre soigneusement nettoyés au préalable. L'utilisation de

car,boglace per111et le transport des échantillons dans des conditions cOnve­

nables,. STRAUGIWI (15) envisage meme le stockage à long terme, des échantillons

dans un freezer à -70° ...800 C.

,AVant stockage, les6cl1ill1.tillons decoquillagesdoivent~treJ.avés

propre afin de lëS débarrasser des sédiments ou aûtrcssalissures
, ,

extérnes. Autill1t que possible, ils Serb:ntôgéll~ment déba.rrassésdele~rs

Les échantillons de planctonpeuvent~treprélevés par les, moyens

classiq1i~senutilisant des filets dont les mailles correspondent à

l'échantillonnage désiré. Il faut cependÇ;\llt tenir compte d'une part dc,s
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micro IITar ballsH récupérés et d' autr(~ part de la contamination de l'échi.'lU­

tillon par le film d'huile à la surface de l'eau. Ces deux sources d'hydro­

carbUres sont susceptibles de fausser totalement l'analyse du matériel

biologique récoltô. GRICE et al (42) ont décrit une méthodologie très pré­

cise qui a été par la suite recommandée pour le projet IGOSS.

3. TECm~IQUES ANALYTIQUES EN USAGE

Les lipides contenus dans l'eau de mer peuvent t!tre extraits

aU moyen de divers solvants : éther de pétrolc, pentaJ.1.c, chlorure de métlJ.Y­

lène, chloroforme, tétrachlorure de carbone. Ce dernier est le plus

utilisé car ~l est pratique de manipulation et peu servir au dosage ultérieur

par spectrométrie infrarouge.

En prêüique, les échantillons de 3-4 li tres conservés dans des

flacons e1. verre peuvent t!tre extraits par deux fois 50 ml de solvant di­

rectement dans ce flacon ce qui évite des risques suppl~nentaires de con­

tamination. Un agitateur ma~1étique avec barreau aimanté ~1 téflon permet­

tent une bonne extraction en un temps d'1mc dizaine de minutes.

3 .. 1.2. DaJ.1.s les sédiments et les mÇ'.tériaux biologiques

L'extraction des hydrocarbures dans ces échantillons peut mettre

en oeuvre dcs tec1miques extrêmement variées (tableau II).

En fait, les solutlol1s classiquement adoptées.f9!l.t appel à une

extraction par solvant binaire sur un échantillon préalablC\11ent desséché.

L8. des~ication peut ~treréalisée par lyophylisation OU par utilisati.on de

sulfate de sodium anhydre C8.r il faut éviter lè chauffage qui provoque

une modH'icationdu spectre hydrocarboné. L'extraction est réalisée par

des mélaJ.'lges benzène/méthanol oupenta."1e/ac6tone.

L'homogén6isation des échantillons en présence de sulf8.te de

sodium, de pentane et d'acétone permet de récupérer facilement et effica­

cement la fraction lipidique dar."1.S les sédiments et les matériaux biologiques •

./ ....



Technique dl extraction Application Echantillon requis Equipement nécessaire
-------~------' +------'-"'------'--------'-_._--------+------~-----'-

" " Il fi Il

Il " " Il Il

Extrai t lipidiq~e 10-3 g

Sédiment humide 0,5 g

fi fi Il

Sédiment sec

Echantillon frais/congelé,
humide ou lyoph:ilisé.

Mortier.

Spectrographe de masse.

Appareil à ultra-sons
Décanteurs

Evaporateur rotatif.

Appareil d'extraction
à la vapeur
Décanteurs.

Homogénéiseur
ou broyeurs divers.

Soxhlet
Décanteurs

Evaporateur rotatif"

Appareil à reflux.

Tube à centrifugation
centrifugeuse.

Système de stripping
piégeage et chromatographe

idem + spectrographe
de masse.

"

Il

"

"

0,05 g

Il

1 à 10 g poids humide.

1 g mlnlmum couramment
10 à 40 g poids humide.

1 g'minimum couramment
10 à 40 g poids humide.

IlIl"

Echantillon frais, congelé
ou humide
(hydrocarbures légers) •

Ech~1tillons frais, congelés
humides ou lyoph.ilisés.

1 - Extractiun au Soxhletpar
un mélangeoenzène!méthanol
ou d'autres systèmes solvants
de même polarité.

2-Saponification, extraction par
CCI ou les solvants ci-dessus4 '

3 - Extraction à la vapeur suivie
d'une extraction à l'éther
éthylique.

4 - Homogénéisation, dessication
au sulfate de sodium et extrac
tion au pentane.

5 - Homogénéisation avec sulfate
de magnésium et sable puis
extraction par solvant.

6 - Digestion dans la potasse
alcoolique.

7 - Extraction par solvant puis
saponification.

8 .,. Stripping par l'hélium à 120°C-

9 - Stripping par l'azote à 200C
en phase aqueuse.

10 - Vaporisation directe de
l'échantillon dans un
spectrographe de masse.

Tableau II Techniques d'extrqttion des hydrocarbures dans des échantillons biologiques ou des sédiments.
D'après CLARK (16) 1974.

LV
co
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3.2. PuriÎication des extraits

3.2.1. Sa:e0nification

La saponification des extraits lipidiques p~r la potasse méthano­

liqùeest encore utilisée par certains auteurs : FARRINGTON et: al (17),

MEDEIROS (18). Elle permet d'éliminer la majeure partie des acides gras et

de leurs dérivés. Cependant, c'est une opération longue 24 à 36 heures et

qui ne supprime pas la nécessité d'une étape ultérieure de purification

chromatographique.

3.2.2. Purification par chromatographie

Le choix de la technique de purification dépend de la nature de

l'échantillon initial et de la technique de mesure finale. La chromatogra­

phie liquide-solide permet de résoudre la plupart des problèmes par un choix

convenable de l'absorbant ou du rtlélange d'adsorbants et du solvant ou système

de solvant d'élution (Tableau III).

La c1~omatographie sur COlOl1ne de silice permet de séparer les hy­

drocarbures des autres matériaux. L'utilisation d' aluminepermet d'éliminer

des composés polaires de haut poids moléculaire (CLARK, 16). On peut réunir

ces deux adsorbants pour combiner leurs propriétés. Il est toutefois nécessai­

re de les désactiver par 5% d'eau pour éviter des artéfacts par dégradation

de molécules autrés que les hydrocarbures.

Les extraits déjà purifiés par saponification peuvent être traités

sur de courtes colonnes contenant 4g d'alumine à 5% d'eau sur 4 g de silice

à 5. % d'eau : FARRINGTON (17). Les hydrocarbures paràffiniques s.ont alors
•

élués pClr 20 ml de pentane~viron. L75 hydrocarburesoléfiniques Ou aromati-

élués à la suite par1eben:iène0tl.unmélange pentane/benzène

Lapurificatiô:p; .direc::te des extraits lipidiques peùt être réalisée

directement avec des systèmesd'a.bsorbpntsetd'éluants identiqUes. Il faut

alors utiliser des colonnes beaucoup plùs grai'ldes. EERARI>T (22) utilise

de silice à 5 % d'eau et 1OOg d'alumineà6 %d' éClU.



Volume de
l'extrait

20 ml

25 ml

Adsorbant

Florisil 5 9

Alumine 10 g

Diamètre de
la colonne

1 cm

1 cm

Référence

AFNOR (19)

CARLBERG ( 20)

40

Silice
CC1

4
+

25 - 125 ml
réduit à2 ml % pentane

---i H.C. Sùturés

CHC1
3
+ 1 %benzène

~ Aromatiques

.•

BROWN (21)

Tableau III Purification des extraits lipidiques par chromatographie_

On peut ùussi traiter les extraits lipidiques par le florisil

qui est un silicate de mag.nésium synthétique. Il est utilisé dans la norme

AFNOR (19) pour la purification des extraits d'hydrocarbures issus de l'eau.

D'après l'expérience de l'auteur, il est possible de traiter dans de bonnes

conditions 200 mg d'extraits lipidiques issus de tissus vivants par seulement

6 g de florisil. L'élution par le pentmle (40 ml) puis par 40 ml d'un mélange

pentane/benzène 4 : 1 permet d'éluer successivement les paraffines puis les

hydrocarbures insaturés.

3.3.1. Spectrométrie infrarouge

La teneur en hydrocarbures dans l'eau peut ~tre déterminée par

spectrométrie infrarouge par mesure de l'absorption due aux vibrations C...H
-1dans la zone de 2920 - 2930 cm •

L'extrei t CC1
4

obtenu doit préalablement 'être séché sur sulfate

de sodium puis par chromatographie d'adsorption pour éliminer les matériaux

indésirables. Les techniques de purification utilisées sont variables selon

les auteurs, elles sont schématisées dans le tableau III.
./....
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L'extrait purifié est placé dans une cuve en quartz de 1 à 5 cm

de trajet optique selon la sensibilité requise. Une cuve de référence de

m~e dimension permet d'annuler l'absorption due aU solva.nt. L'enregistre­

mment du spectre d'absorption entre 2800 et 3200 Cm-1peut fournir des indi­

cations sur la nature des hydrocarbures, mais le maximum d'absorption se

situe généralement à 2920 2930 Cm-1• La quantité d'hydrocarbures contenue

dans l'éch~~tillon est donc mesurée à cette longueur d'O!lde avec étaloru~age

par ill~ Jnélange d'hydrocarbures de référence: 37,5 % de N-hexadécane,

37,5 %d'isoocta!le et 25 % de benzène selon CARLBERG (20).

La limite de détection est classiquement de 0,05 mgjl bien que

BROWN (21) indique une sensibilité de 0,006 mgjl.

3.3.2. Spectrométrie U. V.

L'utilisation de la spectrophotométrie U. V. permet d'indiquer

la présence d'hydrocarbures aromatiques. Elle a été utilisée par FARRINGTON

pour contrOler les diverses fractions obtenues en chromatographie. Cependant,

sa faible s~~sibilité (6~viron 1 mgjl) et la difficulté de quantifier des

échantillons dont le coefficient d'extinction moléculaire est inconnu,

expliquent les limitations de cette méthode.

3.3.3. Spectrofluorim6trie

Les hydrocarbures aromatiques à plusieurs noyaux ont la caractéris­

tique d'~tre fluorescents et de permettre ainsi une autre approche analyti­

que extr~mement sensible. LEVY (23) a décrit un mode opératoire repris

depuis par de nombreux auteurs (11, 14, 24,25 , 26).

Les hydrocarbures sont extraits des échantillons d'eau par CC1
4

sans filtration préalable. L'extrait est ensuite évaporé à sec et repris

pa.r 5 ml de pentane. L'analyse est faite sur un spectrofluorimètre avec

excitation à 310 nm, mesure de l'émission à 360 nm. L'étalonnage est

réalisé avec un pétrole brut standard.

Cette méthode permet facilement d'atteindre une sensibilité de

l'ordre de 0,001 mgjl d'équivalent pétrolier.
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Dans le cadre du projet IG08S (monitoring des hydrocarbures à

l'échelle mondiale) c'est la méthode de LEVY qui a été choisie comnle méthode

standard (14).

Il est possible d'w~éliorer la sélectivité de cette méthode en

couplant un appareil de chromatographie liquide à haute pression avec un

détecteur à fluorescence (CRETNEY, 26).

Par ailleurs, on peut citer une tentative de mesure de lurainescence

à température <1000 K par HORNIG (24) mais son intér~t est plus théorique

que pratique.

3.3.4. Détecteur microcalorimétrique

Depuis de nombreuses années, ZSOLNAY (27, 28, 29, 30) a mis au

point et utilise un détecteur microcalorimétrique mesurant l'augmentation

de température due à l'adsorption des hydrocarbures sur m'le colonne chromato­

graphique garnie de charbon actif. Ce détecteur a l'avantage d'~tre sensible

et peu sélectif, c'est à dire de donner une réponse sensiblement équivalente

pour les diverses familles d'hydrocarbures qu'il détecte au fur et à mesure

de leur élution.

Cette méthode n'a cependant pas été diffusée peut être par manque

de disponibilité du matériel hormis le prototype.

3.3.5. Chromatographie en phase gazeuse

C'est dans le domaine de la chromatographie en phase gazause

que l'on relève les publications les plus nombreuses et les plus variées,

tant pour l'identification que pour la quantification des hydrocarbures

(9, 13, 16, 17, 18, 22, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39).

Les conditions générales d'utilisation sont les suivantes: l'ex­

trait purifié est évaporé à sec sous léger vide et repris par le minimum

de C 820 Une part de cette échal1til10n est injectée dans un chromatographe

à température programmée dans la gamme 100 à 3000 C.Les hydrocarbures sont

mesurés ell. sortie par un détecteur à ionisation de flamme.

.j••••
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~4PERATUREDU FOUR COLONNE PHASES FlXEX GAZ VEC 'l'EUR REFERENCE 1

sit x 1/46 Il
3 % Apiezon L

5,6 ml/min N2 :aIERl 1974SO-100 Chrom WAW

SO-290oC + 6o/min 2,34 m x 3,2 mm 3 % Apiezon L FARRn~GTON 1974
80-100 Chrom \'1

125°-270·C + 4°/min 3,10 m x 3,2 mm 12 % FFAP FARRINGTON 1974
80-100 Chrom IV

70-270° C + 6°/min 5' x 1/S Il 1,5 % OV 101 10/15 ml/min MEDEIROS 1974
100-120 Chrom HP

60-332° C + 6°/min 1,9 m x 3,2 mm 1,5 % RTV 502 29 ml/min N2 CLARK 1974
80-100 Chrom GHP

60-300° C + So/min 3,5 mx 2mm 3 %OVI + 3 % OV17 WARNER 1974
100-120 Gas Chrom Q

S C 0 T 100 m S E 30

70-255° C + 6o/min S C 0 T 50' o V l He MAYO 1974

SO-2900 C + 6°/min 2 m x 1/16" 3 %Apiezon L He EHRARDT 1974
80-100 Chrom li[ H P

150-350° C + 2°/min 4 m x 1/8" 15 % S E 30 BARBIER 1973,

100-300° C + 6°/min 10' x 1/S" 22 % Apiezon L BLUMER 1970
70-80 Chrom W

165-240° C + 2°/min 5 % OV-1 LARS SON 1974
80-100 Chrom W

165-250° C + 2°/min 1 20 %DEGS LARS SON 1974
SO-100 Chrom vl

80-210° C + 2°/min Capillaire 50m 0,01 11 Apiezon L 2,3 ml/min MACKIE 1972

150-275· C + 2°/min Capillaire Dexil 300 2,5 ml/min N2 MACKIE 1974
50 m x 0,25 mm

120,190 ou 275° C 2mx4mm 5 %Apiezon L 35 ml/min N2 NACKIE 1974

75-275° C + 6°/min SCOT' 15 m x 0,5 nun OV 101 ou Apiezon L 15 ml/mn He ZAFIRIOU 1973

Tableau IV Revue des ~onditions opératoires utilisé~ en C.P.G. par divers auteurs.
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Les po..ro.mètres vo.ric'cbles portent essentiellemeüt sur la taille

et la nature des colonnes utilisées 7 la nature et la proportion des phases

fixes, la quanti té d'échantillon injecté e,la vitesse de programmation de

montée en température, la nature et le débit du gaz vecteur (tableau IV).

Toutes ces conditions permettent d'améliorer soit l'identification

des hydrocarbures par une meilleure séparation, soit la sensibilité des

mesures. Halheureusement, ces deux exigences sont antagonistes et il vaut

souvel1.t mieux faire un compromis permettant de concilier les deux.

La sensibilité des méthodes est rarement publiée par les auteurs.

Elle dépend d'ailleurs de la nature et de la complexité des mélanges à ana­

lyser. Elle peut cepa~dant ~tre jugée suffisante pour mesurer le taux d'hy­

drocarbures habituellement rencontrés dans l'eau de mer et les organismes

marins si l'on se réfère aUx nombreuses réalisations existantes~

3.3.6. Spectrographie de masse

La spectrographie de masse couplée avec la chrom2.tographie gazeuse

est une méthode de choix pour l'identification individuelle des hydrocar-

bures issus d'échantillons marins.

Elle a été utilisée par plusieurs auteurs (EHRARDT, 22 - BARBIER,

34 - ~;FIRIOU, 40 - ANBAR, 41). Il est possible ainsi de préciser m~e fois

pour toute l'identité de certains pics chromatographiques obtenus dans des

conditions précises.

4. AVANTAGES DES DIFFERENTES HETHODES

4.1. Critères de choix- - -,'- -.- - - - - -
Les méthodes requises pour contrÔler le taux de contamination

de l'eau de mer par les hydrocarbures doivent 'être suffisamment sensibles

pour 'ètreutilisables non seulement dans les zones très polluées mais aussi

dans les eaUx du large. Les résultats disponibles à ce jour montrent qu'il

est nécessaire d'atteindre une sensibilité de l'ordre du microgramme par

li tre (tableaux V et VI).

./....



Hydrocarbures 1 2 3
..

45

---------------- --------------- ~--------------- ----------------
Rang ppb

Moyenne

10 - 63

23

9 - 67

33

4 - 442

18

Tableau V D'après BRovm (21) hydrocarbures en surface mesurés en spectro­
métrie I. R. sur la route des tankers
1 - Golfe de Mexico - New York
2 - Mer des Caraîbes - New York
3 - La Spezia (Italie) Brega (Lybie)

: Profondeur : Nombre : Mo e : Déviation :: ~__:__2~_~~~~~~~ : ~ : ~!~2~~2 :

1 - 5 m

1 m

5 m

53

23

24

9,28

0,56

0,37

18,38

0,58

0,42

Tableau VI D'après GORDON (11), concentration en hydrocarbures (équivalent
crude oil) détectés dans l'eau de mer sur le trajet Halifax ­
Bermudes en avril 1974. Mesure en spectrofluorimétrie.

Par ailleurs, les méthodes retenues devront autant que possible

permettre de distinguer entre les hydrocarbures de biosynthèse récs1te et ceux

que l'on considère comme issus de la pollution pétrolière sous ses formes

diverses •. La courte revue sur l'origine des hydrbcarbul:'es que nous avons

présenté en introduction, sans 'être exhaustive, montre à quel point la

résolution de ce problème est difficile.

Er~in, les méthodes choisies devront permettre l'analyse de routine

d2l'1sde nombreux laboratoires c'est à dire qu'elles nécessiteront le minimum

de manipulations, un matériel courant et si possible peu onéreux•

./ ....
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Nous avons regroupé dans le tableau VII les qualités èt implications

des six méthodes en usage actuellement. Les appréciations indiquées sont

Eorcément lli~ peu arbitraires puisqu'en Eait elles varient assez largement

d'un laboratoire à un autre. Elles constituent cependa..'1t une base de choix

qui permet d'éclaircir le problème. On peut ainsi éliminer d'emblée la spec­

trométrie U. V. trop peu sensible, le détecteur microcalorimétrique non diEfu­

sé conUTIercialement et peu spécifique et la spectrographie de masse qui reste

une méthode de recherche Eondamentale beaucoup trop onéreuse.

Il convient également d'éliminer la spectrométrie inErarouge qui

ne permet d'atteindre des sensibilités extr~mes qu'au prix précautions

manipulatoiresdiEEiciles à maintenir en analyse de rovtine. Par ailleurs,

les connaissances actuelles sur la composition des hydrocarbures rencontrés

dans le milieu marin permet d'afEirmer que cette méthode n'est pas spéciEique

et qu'en ce qui concerne les hydrocarbures d'origine Eossile, elle permet

princi~lement de doser la Eraction la plus biodégradable (paraEEines) et

ignore les hydrocarbures aromatiques les plus persistants.

A l'inverse, la spectroEluorimétrie est la méthode la plus sensible

et elle mesure des hydrocarbures moins susceptibles d'~tre biosynthétisés et

dont on peut craindre la rémanence. Le choix conv6~able des longueurs d'ondes

d'excitation et d'émission permet d'éliminer les interEérences dues aux

matériaux naturels. La simplicité de son application adéjà été reconnue

puisqu'elle est mise en oeuvre sur le plan mondial pour le monitoring des

hydrocarbures dans le cadre du projet IGOSS (*), et plus récemment pour la

Méditerranée dans le cadre d'VXl projet pilote Ioc/UŒfEP/WMO.

·1···

(*) \'lot'kshop on Marine Pollution Moni toring (Petroleum) Gai thersburg (1974)
..... The -l'lorkshop decided to focus the quantitative analysis on at'omatic
hydrocarbons because :
1Q )they are considered to have the greatest envir'onneme11.tal impact in
termsoftoxicity v

2°) theyseem to ofEer a mean to difEereuciate betwe6~ biogenic and petroleum
derived hydrocarbons ;
3°} relatively straightEorvlard end sensitiveal1.alytical methods exist for
their deternrination.
It is recommended thereEore, to use Eluorescence spectrophotometryEor
quantitative measurements ••••
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METHODE SENSIBILITE

SPECIFICITE
EQUIPEMENT QUALIF ICATI ON DUREE D'ANALYSE

HC récents/ REQUISE PURIFICATION +
>r("' fossiles MESURE_.

,

0,05 mg/l Spectrophotomètre
Spectrométrie I. R. nulle moyenne 20 minutesmoyenne I.R. 50 000 F.

..

Spectrométrie U. V.. 1 mg/l faible Sp ectrophotomè tre UV 20 minutesfaible moyenne
50 000 F.

Spectrofluorimétrie 0,001 mg/l bonne Spectrofluorimètre moyenne 20 minutes
excellente 50 000 F.

Détecteur microcalori- bonne nulle Non disponible
métrique

Chromatographie faible excellente Chromatographc Chercheur 1 à 5 heures
gazulise 50 000 F. expérimenté

Spectrographe de moyenne excellente Chromatographe
masse + Spectrographe de spécialiste ?

masse
+ computer 1 000 000

Tableau VII: Critères de choix pour une méthode d'éh"lalyse des hydrocarbures ..
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Par ailleurs p la chromatographie en phase gazeuse à haute perfor­

mance reste la seule m6thode dPun col1t abordable permettant d'identifier

individuellement chaque hydrocarbure. De plus p la connaissance du spectre

global permet de déterminer l'origine de la contamination. C'est aussi la

seule méthode qui permette de détecter une pollution pétrolière dans les

organismes marins ml dans les sédiments. Malgré ses difficultés de mise e~

oeuvre, la chromatographie en phase gazeuse ne saurait être abandonnée.

4.2. Méthodes recommandées- - - - - - - - - - - - - -
4.2.1. Mesure des

métrie

4.2.1.1. Mode opératoire

Après agitation du mélange eau/cc14, laisser décanter et trans­

férer le solvant dans un ballon à col rodé de 25à ml au moyen d'une pipette.

Effectuer une seconde extraction par 50 ml de CC1
4

et joindre

les deux extraits.

Evaporer le solvant dans un évaporateur rotatif et reprendre

quantitativement par 5 ml de N-hexane. Transfererdans une cuve en quartz

de 1 cm pour mesure de fluorescence. Le pétrole brut et les résidus pétro­

liers ont des maximum d'excitation et d'émission respectivement à 310

et 360 nanomètres environ. Il convient cependW1t de tracer les spectres

correspondants pour éviter toute interférence. L'intensité de la fluores­

cence est mesurée et comparée avec une série de solut:ions standards dans des

condi tions similaires.

4.2.1.2. Matériel nécessaire

- Hatériel de prélèvement (cf fig .1)
Agitateur magnétique

Evaporateur rotatif

Spectrofluorimètre muni d'une source d'excitation au xénon,

d'un monochromateur d'excitation, d'un monochromateur d'émission et enregis­

trement de spectres (ex: PERKIN ELHER 204).

·1····
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4.2.1.3. Méthodes alternatives

-.Mesure par spectrométrie infrarouge (cf CARLBERG, 1972, 20)

- Mesure par chromatographie en phase gazeuse (voir 4-2-2).

4.2.2. Mesure des hydrocarbures dans les sédiments et les

organismes marins

4.2.2.1. Mode opératoire

L'échantillon est séché sur sulfate de sodium anhydre et la

fraction lipidique extraite au Soxhlet par un mélange pentane/acétone

1 : 1. Puis le solvant est évaporé.

La purification est faite sur florisilà 5 % d'eau dans une colon­

ne de 14 mm de diamètre (fig. 2). On y verse successivement: 10 ml

de pentane, 3 g de florisil, l'extrait lipidique (200 mg maximum) repris

par 10 ml de pentane et enfin 3 g de florisil. Eluer par 40 ml de pentane

(fraction saturée) puis par 40 ml de mélange pentane/ benzène 4 : 1

(fraction insaturée et aromatique). Ces fractions évaporées à sec et re­

prises par 1 ml de C S 2 seront injectées directement dans le chromato­

graphe.

Sàon que l'on désire une méthode sensible ou une identification

précise des constituants on choisira les conditions suivantes:

··

o 0·.

2500 C
2500 C

100 ... 2700 C

2°/min
N2 2 ml/min

F. 1. D.

Apiezen L ou SE 30
5 pl Spli tter 1/100e

SCOT 50 m x 0,5 mm

Méthode sensible : Identification précise:------------------ -------~-------o 0
o 0

8° C/min.
N2 30 ml/min

: F. 1. D.

2500 C
: 2500 C

100 - 2700 C

: 2 m x 1/8"
: Chromo W.A.W. 80-100

3 %Apiezon L ou SE30
5 p.l

Colonne •• 0 •••••••••

Support ••••••••••••
Phase fixe ••••• &•••

Volume injecté •••••
Températures:

injecteur •••••
- détecteur •••••
- four ••••••••••

Vitesse de montée en
température •••••

Gaz vecteur ••••••••
: Détecteur ••••••••••
: :"_.._.r"--------------.:---------------01----------------...::....-,

./....



diamêtre 14mm B

3g de f1.orisll

A

3g de florisil

yerre fritté

50

.
J clef' en téflon

Fig 2: Colonne pour purification des extraits S1.1X florisil·"
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4.2.2.2. Matériel nécessaire

Appareil de Soxhlet

- Evaporateur rotatif

Coloru.1.e chromatographique (fig. 2)

- Chromatographe en phase gazeuse avec détecteur à.ionisation de flamme

et température programmée.

4.2.2.3. Méthode alternative

- Spectrographie de masse.

-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=
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