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Acy : Acénaphtyléne

Ace : Acénaphtene

Ant : Anthracéne

API : "American petroleum institute"

AP : Alkylphénols

B : Biphényl

B[b]N[2,1-d] T : Benzo[b]naphto[2,1-d]thiophene
B[b]N[1,2-d] T : Benzo[b]naphto[1,2-d]thiophene
B[a]Ant : Benzo[a]anthracéne

B[b]Fluo : Benzo[b]fluoranthéne

B[j]Fluo : Benzo[j]fluoranthene

B[K]Fluo : Benzo[K]fluoranthéne

B[e]Pyr : Benzo[e]pyréne

B[a]Pyr : Benzo[a]pyréne

B[ghi]P : Benzo[ghi]péryléne

BPA : Biphénols-A

BSTFA : "Bis-(Trimethylsilyl)trifluoroacetamide™
BTEX : Benzéne, toluéne, éthylbenzene et xylénes
CAR : Carboxen

CAP : Chloramphénicol

Cedre : Centre de documentation, de recherche et d’expérimentations sur les pollutions

accidentelles des eaux

COV : Composés organiques volatils
COSV : Composés organiques semivolatils
Chry : Chrysene

CIS : "Cooled injection system”

Cor : Coronene

CPI : "Carbon preference index"

CP : Chlorophénols

CROSSEREF : "Chemical Response to Oil SpillS: Ecological Research Forum™

CW : Carbowax
DB[b,d]T : Dibenzo[b,d]thiophéne
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DB[a,h]Ant : Dibenzo[a,h]anthracene

DBJa,c]Ant : Dibenzo[a,c]anthracéne

DCP : Dichlorophénol

DCB : Dodécylcyclobutanone

DCE : Directive cadre sur I’eau

DED : "Direct extraction device"

DL : Désorption liquide

DMN : Diméthylnaphtaléne

DMDBT : Diméthyldibenzothiophene

DMPhe : Diméthylphénanthréne

DEDBT : Diethyldibenzothiophéne

DI : "Direct immersion*

DT : Désorption thermique

DVB : Divinylbenzene

EDC : "Endocrine disrupting chemicals"

EPOC : Environnements et Paléoenvironnements Océaniques et Continentaux

F : Fluorene

FPD : "Flame photometric detection™

Fluo : Fluoranthéne

FTD : "Flame thermoionic detection”

GC-ECD : Chromatographie en phaze gazeuse-détéction a capture électronique
GC-FID : Chromatographie en phaze gazeuse-détecteur a ionisation de flamme
GC-MS : Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse simple
GC-MS-MS : Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse en
tandem

GC-ID-MS : Chromatographie en phase gazeuse-dilution isotopique-spectrométrie de
masse simple

GC-TOF-MS : Chromatographie en phase gazeuse-temps de vol- spectrométrie de masse
simple

HAP : Hydrocarbures aromatiques polycycliques

HAPS : Hydrocarbures aromatiques polycycliques soufrés

HMW : "High molecular weight"

HRTOF : "High-resolution time of flight"

HS : "Headspace™
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HSSE : "Headspace sorptive extraction”

1[1,2,3-cd]Pyr : Indéno[1,2,3-cd]pyrene

IT-MS : "lon trap™-spectrométrie de masse simple

LD : Limites de détection

LVI : "Large volume injection”

LMW : "Low molecular weight"

LC-MS : Chromatographie en phase liquide-spectrométrie de masse simple
LC-DAD : Chromatographie en phase liquide-"diode array detector"
LC-ECD : Chromatographie en phase liquide-détection a capture électronique
LC-FLD : Chromatographie en phase liquide-détection par fluorescence
LC-UV : Chromatographie en phase liquide-détection par ultraviolet
LLE : Extraction liquide-liquide

LPTC : Laboratoire de Physico- et Toxico-Chimie de I'environnement
LQ : Limites de quantification

MA : "Microwave-assisted"

MN : Méthylnaphtalene

MBT : Méthylbenzothiophene

MPhe : Méthylphénanthrene

MAnt : Méthylanthracéne

MFluo : Méthylfluoranthene

MPyr : Méthylpyréne

MChry : Méthylchrysene

MDBT : Méthyldibenzothiophene

MRM : "Multiple reaction monitoring"

MTBE : "Methyl tert-butyl ether"

MTCS : Méthyltriclosan

NaphtyIBT : Naphtylbenzothiophéne

N[2,3-b] T : Naphto[2,3-b]thiophéne

N : Naphtaléne

NP : Nonylphénols

NPG : "Nonylphenol glucuronide™

ITOPF : "International Tanker Owners Pollution Federation™

K, : Coefficient de partage sediment/eau

Kea : Coefficient de partage eau/air
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Koc : Coefficient de partage carbone organique/eau
Kow : Coefficient de partage n-octanol/eau

OPG : "Octylphenol glucuronide™

PACs : "Polycyclic aromatic compounds”

PA : Polyacrylates

PASHSs : "Polycyclic aromatic sulfur heterocycles"
PBD: Polybromodiphényls

PBDE : Polybromodiphényléthers

PCA : Pentachloroanisole

PCB : Polychlorobiphényls

PCP : Pentachlorophénol

PDMS : Polydiméthylsiloxane

PE : Phtalates éthers

PEG-CNTs : Polyéthyléne glycol-carbone nanotube

PFPD : Détecteur a photométrie de flamme pulsée
PhénylIT : Phénylthiophene

Phe : Phénanthrene

POC : Pesticides organochlorés

POP : Pesticides organophosphorés

Poly(VBHIM+NT{2-) : "Poly(1-(4-vinylbenzyl)-3-hexadecyllimidazolium bis

[(Trifluoromethyl)sulfonil]imide"

P : Péryléne

Pyr : Pyréne

Pe : Point d’ébullition

Pf : Point de fusion

Pvs : Pression de vapeur saturante

R : Rétene

SBSE : "Stir bar sorptive extraction"
SIM : "Single ion monitoring"

SCCP : "Short-chain chlorinated paraffins"
SPME : "Solid phase microextraction”
SPE : "Solid phase extraction™

TDU : "Thermal desorption unit"
TMDBT : Tétramethyldibenzothiophéene
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TCA : Trichloroanisole

TCS : Triclosan

TeCA : Tétrachloroanisole

THM : Trihalométhanes

TOF : "Time of flight"

TPR : "Templated resin"

Triph : Triphényléne

TSD : "Thermionic specific detection™
US-EPA : Agence américaine de protection de 1’environnement
WAF : "Water accommodated fraction"
WSF : "Water soluble fraction”
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Les sociétés modernes ont une économie qui repose essentiellement sur le pétrole,
source de toutes les convoitises qui ne cesse de s’accentuer depuis le milieu du X1Xe siecle
avec la montée en puissance des pays emergents. De par sa grande variété d’utilisations, soit
directement en tant que source d’énergie soit en tant que matiére premicre dans 1I’industrie
chimique, le pétrole est devenu une des marchandises les plus transportées a 1’échelle du
globe. Aujourd’hui encore, ce transport, qui se fait essentiellement par voie maritime, n’est
pas sans risque pour I’environnement qui peut subir des pressions chroniques comme des
déversements plus ou moins conséquents a partir des raffineries des oléoducs, voire des
pressions de plus large ampleur comme les accidents pétroliers encore appelés marées

noires.

Afin d’évaluer I'impact des hydrocarbures déversés dans le milieu aquatique, il est
nécessaire de développer des méthodologies analytiques permettant de les identifier et de les
quantifier. Cependant, les interrogations concernant la toxicité des hydrocarbures déversés
dans I’environnement se heurtent généralement a 1’absence de données. En effet, la plupart
des études réalisées sur les hydrocarbures, notamment aromatiques, se limitent a la
quantification des 16 hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) identifiés par
I’ Agence américaine de Protection Environnementale (US-EPA) et considérés, pour certains
d’entre eux, comme cancérigénes. Or, les HAP, leurs analogues soufrés (hydrocarbures
aromatiques polycycliques soufrés : HAPS) ainsi que leurs homologues ramifiés non classés
en tant que cancérigénes peuvent néanmoins présenter un risque et ne peuvent pas
nécessairement étre considérés comme non cancérigenes par manque de données. Il existe
donc une réelle nécessité de compléter la liste des HAP classiquement étudiés par leurs
analogues soufrés (HAPS) et leurs dérivés alkylés, dont la toxicité et I’abondance poseraient

autant voire plus de problémes environnementaux.

L’analyse des hydrocarbures dans la phase aqueuse requiert des étapes assez lourdes
et fastidieuses de préparation, d’extraction, de purification et de reconcentration
d’échantillon préalablement a leur séparation et détection. Ceci oblige & disposer de
méthodes, qui soient suffisamment rapides, routiniéres et sensibles et qui, également,

fournissent des résultats fiables.
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Les travaux réalisés lors de ce doctorat s’inscrivent ainsi dans ce contexte et ont pour
objectifs de développer de nouveaux outils analytiques, performants, rapides et utilisables
en routine, pour I’extraction et 1’analyse simultanées des HAP, HAPS et de leurs derives

alkyles.

L’exposé de cette étude s’articule en différents chapitres. Le chapitre | présente une
synthese des connaissances actuelles sur les hydrocarbures, les HAP, HAPS ainsi que leurs
dérivés alkylés, et fait un point sur 1’état de 1’art des méthodologies analytiques employées
pour I’extraction et I’analyse d’une grande variété de composés. Le chapitre 11 regroupe les
outils analytiques employés ainsi que les differentes études réalisées lors de ces travaux de
recherche. Dans une troisieme partie (chapitre 111), les résultats obtenus lors de cette thése
sont présentés sous la forme d’articles. Les trois premiers articles (publications n° 1, 2 et 3)
présentent les développements méthodologiques de la "stir bar sorptive extraction" (SBSE)
pour I’analyse des composés d’intérét ainsi que leurs validations et applications dans des
systemes eaux-pétroles, ("water accommodated fraction™ : WAF et "water soluble fraction™ :
WSF), et dans le milieu naturel. Le quatriéme article consiste a présenter la mise au point
d’une méthodologie d’analyse par GC-MS-MS permettant de définir un produit pétrolier de
référence contenant I’ensemble des HAP, HAPS et de leurs dérivés alkylés. Ce travail visait
a proposer une méthode pour quantifier les composés alkylés non disponibles dans le
commerce et donc dans les solutions de calibration usuelles. Une méthodologie d’extraction
("solid phase microextraction” : SPME) et d’analyse (GC-MS et GC-MS-MS) des HAP,
HAPS et de leurs dérivés alkylés, facile a mettre en ceuvre et utilisable en routine est
présentée dans les publications n°5 et 6. Le chapitre suivant (chapitre 1V) est consacré a
une revue de synthése de I’ensemble des résultats, détaillés dans le chapitre précédent.
Enfin, une conclusion générale ainsi que des perspectives de recherche finalisent ce

manuscrit.
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Chapitre | : Synthése bibliographique

1. LES HYDROCARBURES

Les hydrocarbures, au sens chimique du terme, sont des composés organiques
exclusivement constitués d’hydrogene et de carbone, associés sous la forme de molécules
d’une grande diversité, de la plus simple, le méthane (CHy), constituant principal du gaz
naturel, aux plus complexes que 1’0n trouve dans les fractions lourdes des pétroles bruts et
dans les schistes bitumineux (Vandecasteele, 2005). Les hydrocarbures font partie de la vie
quotidienne, ils sont présents de facon ubiquiste dans I’environnement en raison de la
multiplicité de leurs origines a la fois naturelles et anthropiques (Commendatore et Esteves,
2004; Volkman et al., 1992). Leur devenir dans le milieu marin est soumis a un ensemble de

processus physico-chimiques et biologiques.

1.1. Les différentes familles d’hydrocarbures

Les hydrocarbures peuvent étre regroupés en trois familles : (i) les hydrocarbures
saturés, qui ne possedent pas de double ou de triple liaison ; ils peuvent étre linéaires (n-
alcanes ou paraffines), ramifiés (isoparaffines) ou cycliques (cycloalcanes, appelés aussi
naphténes) (Figure 1) ; (ii) les hydrocarbures insaturés, qui possedent une a plusieurs
double(s) liaisons(s) (alcénes') ou triple(s) liaisons (alcynes) : les hydrocarbures
(poly)insaturés, alcénes, sont principalement d’origine biogénique, synthétisés par des
organismes vivants ; a titre d’exemple, les phytadiénes se retrouvent dans le zooplancton,
les mollusques lamellibranches et les poissons (Blumer et Thomas, 1965; Grossi et al.,
1996) ; chez le requin, le squaléne (CsoHso) (Figure 1), est fabriqué et stocké dans le foie
(Bakes et Nichols, 1995; Deprez et al., 1990; Fernandez et al., 2012) ; (iii) les
hydrocarbures aromatiques, qui comportent un cycle aromatique (composés mono-
aromatiques) ou plusieurs cycles aromatiques (composés polyaromatiques) ; une description

plus précise des hydrocarbures polyaromatiques sera présentée ultérieurement.

! Ces composés, peu stables, sont transformés par les processus diagénétiques, ce qui explique leur absence
dans les pétroles bruts d’origine fossile.
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n-Alcanes

3-Méthylbutane

Cyclohexane
Drimanes Dibenzo[a,h]anthracéne

Figure 1. Structures de quelques hydrocarbures appartenant aux différentes familles. NB : les alcynes sont absents dans les organismes vivants et dans les pétroles
et ne proviennent, dans le milieu naturel, que d’intermédiaires des résidus industriels.
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1.2. Les pétroles

1.2.1. La composition des pétroles

Les pétroles bruts sont des mélanges extrémement complexes d’hydrocarbures et de
composés non-hydrocarbonés (Lefebvre, 1978). lls renferment plus de 20 000 structures
différentes et présentent des compositions chimiques variables (Tissot et welte, 1984). Les
hydrocarbures (saturés et aromatiques) sont majoritaires, représentent environ 80% en
masse de la plupart des pétroles bruts. Les autres constituants d’un pétrole (environ 5 a
20%) sont les asphalténes, les résines, les composés azotés, soufrés, oxygéenés (N, S, O), les

porphyrines ainsi que des métaux (Figure 2).
Les hydrocarbures saturés

(i) Les n-alcanes

Les n-alcanes sont des composés a chaines linéaires de formule brute CyHanso. lls
représentent en général 10 a 40% d’un pétrole brut (Bertrand et Mille, 1989). Le nombre
d’atomes de carbone peut varier de 1 (méthane) jusqu’a plus de 60 (n-hexacontane). Les
chaines a nombre pair d’atomes de carbone et a nombre impair d’atomes de carbone sont en
proportions sensiblement égales?. ("Carbon Preference Index" : CPI® voisin de 1) (Bray et
Evans, 1961; Gao et Chen, 2008; Marzi et al., 1993; Seki et al., 2006).

(ii) Les alcanes ramifiés

La ramification est généralement constituée par un groupement méthyle (CHz). Les
alcanes ramifiés se trouvent généralement dans des proportions sensiblement égales a celles
des n-alcanes. lls regroupent principalement les alcanes monoramifiés (iso- et antéiso-
alcanes)*, les plus abondants, et les isoprénoides (polyramifiés) tels que le pristane (2, 6, 10,
14-tétraméthylpentadécane) et le phytane (2, 6, 10, 14-tétraméthylhexadécane)® (Figure 2).

(iii) Les cycloalcanes
Les cycloalcanes peuvent représenter 30 a 45% d’un pétrole brut. Ils forment une

famille complexe de composés saturés cycliques le plus souvent substitués.

% C’est d’ailleurs une propriété caractéristique d’un pétrole. Pour les n-alcanes biogénes, il y une prédominance
des chaines a nombre de carbone impair (Souza et al., 2011a; Xiao et al., 2008).

® Donne le rapport entre les n-alcanes & chaines impaires et les n-alcanes a chaines paires (Bi et al., 2003;
Fraser et al., 2002; Lin et Lee, 2004; yassaa et al., 2001; Zheng et al., 2000).

* Iso-alcanes : groupement méthyle en position a. Antéiso-alcanes : groupement méthyle en position p.

® Ce sont les deux hydrocarbures isoprénoiques les plus fréquemment rencontrés (Rontani et Bonin, 2011;
Volkman et Maxwell, 1986).
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n-Alcanes

Ethylbenzéne

Asphaltéenes et résines

Sulfures

Figure 2. Ensemble des hydrocarbures et des composés non-hydrocarbonés présents dans les pétroles bruts.

A coté de nombreux dérivés cyclopentaniques et cyclohexaniques, quelques dérivés
polycycliques sont également présents tels que les stéranes et les hopanes (Figure 2). Ces
derniers représentent une véritable empreinte digitale évolutive. Du fait de leur grande
stabilité, ils sont utilisés en géochimie organique sous le terme de "marqueurs biogéo-
chimiques" afin de caractériser la maturation d’un pétrole brut et d’identifier son origine. Ils
sont également utilisés pour le suivi d’une pollution pétroliere (Doumenq et al., 2005;
Jacquot et al., 1999; Le Dreau et al., 1997a, 1997b; Silva et Bicego, 2010; Yim et al., 2011).
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Les hydrocarbures aromatiques

Les hydrocarbures aromatiques constituent un mélange de nombreux composeés, tels
que les benzenes mono et polyalkylés et les polyaromatiques. De toxicité élevee, ils ne
représentent en général, que 10 a 30% d’un pétrole brut. Les composés alkylés sont, la
plupart du temps, plus abondants que les molécules homologues non substituées dont ils
dérivent ° (Tissot et Welte, 1984; Wang et Fingas, 1999). Certains cycles aromatiques
peuvent étre associés a des noyaux saturés (cycle a 5 ou 6 carbones). De tels composés sont

qualifiés de naphténoaromatiques.

Les composés non-hydrocarbonés

Les composés non-hydrocarbonés sont : (i) les asphalténes et les résines : ce sont des
composés lourds et fonctionnalisés de structure chimique complexe a base de cycles
aromatiques condensés, de naphténoaromatiques, de ramifications et d’hétéroatomes
(Boukir et al., 1998) ; (ii) les composés N, S, O : ce sont, en général, des constituants
mineurs d’un pétrole brut (Lefebvre, 1978), a I’exception des pétroles trés lourds ; les
dérivés soufrés sont dans la plupart des cas plus abondants que les composés 0xygenés ou
azotés (Bertrand et Mille, 1989) ; (iii) les porphyrines : elles sont présentes dans les pétroles
presque exclusivement sous forme de complexes de vanadium ou de nickel provenant de la
dégradation des chlorophylles, et leurs teneurs varient entre 1 et 3 500 mg/L. Cette catégorie
atteste de I’origine biologique des pétroles (Escobar et al., 2012; Huseby et al., 1996; Tissot,
1997).

Enfin, des métaux sont présents dans les pétroles bruts a 1’état de traces. Le vanadium,
le nickel sont généralement les plus abondants mais du fer, du cuivre et de ’'uranium ont

également été détectés (Bertrand et Mille, 1989; Escobar et al., 2012; Lefebvre, 1978).

1.2.2. Les caractéristiques physiques
Les caractéristiques physiques les plus importantes ayant une incidence sur le devenir

d’un pétrole déversé dans le milieu marin sont :

(i) La densité
La densité d’un pétrole s’exprime par le rapport de sa masse volumique sur celle de

I’eau. Elle déterminera sa capacité a flotter, et elle donnera également une indication sur

® C’est d’ailleurs un critére qui permet de distinguer une origine pétroliére d’une origine pyrolytique, ou les
dérivés substitués sont d’autant moins abondants que les températures de combustion sont plus importantes
(Boehm et al., 1997; Garrigues et al., 1995).
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certaines de ses propriétés physico-chimiques. Ainsi, les pétroles de faible densité ont
tendance a étre trés fluides et a renfermer un pourcentage élevé de composés volatils
(ITOPF, 1987).

La plupart des pétroles ont une densité inférieure & 1 (0,8 a 0,95 kg/L) ce qui leur
conféere une aptitude a flotter. La densité des pétroles est généralement exprimée en degres
API ("American Petroleum Institute") selon 1’expression :

Densité en APl = (141,5 / densité) — 131,5

(ii) La viscosité

La viscosité d’un pétrole est une mesure de sa résistance au cisaillement. Elle est plus
communément connue sous le nom de résistance a I’écoulement. Ainsi, les pétroles a faible
viscosité auront tendance a s’étaler facilement a la surface de ’eau, ce qui n’est pas vrai

pour les pétroles visqueux.

(iii) Les propriétes de distillation (courbes d’ététage)

Les propriétés de distillation d’un pétrole reflétent sa volatilit¢ et elles sont
caractérisées par son pourcentage a distiller pour une gamme de températures données.
Ainsi, la fraction d’un pétrole susceptible de s’évaporer lors d’une dérive en mer peut étre

estimée a partir d’une courbe d’ététage.

(iv) Le point d’écoulement
Le point d’écoulement est la température en dessous de laquelle un pétrole ne s’écoule
plus. Si la température ambiante est inférieure a son point d’écoulement, le pétrole en

question se comportera comme un solide (ITOPF, 1987).

(v) Le point éclair
Le point éclair est la température la plus basse a laquelle un pétrole dégage une vapeur
qui brile immédiatement lorsqu’on I’enflamme (Guide d’intervention chimique, Cedre,

décembre, 2008).

1.3. Devenir d’une nappe de pétrole en milieu marin

Le devenir d’une nappe de pétrole dans le milieu marin est lié & des processus
physico-chimiques et biologiques, responsables de sa transformation ou de sa disparition
partielle ou totale (Figure 3). L’importance relative de ces processus depend de la nature et

de la quantité des hydrocarbures présents ainsi que des conditions environnementales.

10
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Gouttelettes de
pétrole

Figure 3. Processus physico-chimiques et biologiques affectant le devenir des hydrocarbures pétroliers au sein
de la colonne d’eau et des sédiments (d’aprés Mirales, 2007).

1.3.1. Les processus physico-chimiques

(i) Etalement, dispersion et transport physique

L’¢étalement est le premier phénoméne qui se produit suite & un déversement de
pétrole en mer. La nappe ainsi formée va dériver sous I’influence du vent (3%) et des
courants de surface (100%). De plus, selon 1’agitation de surface, des gouttelettes de pétrole
peuvent étre arrachées de la nappe pour diffuser horizontalement et verticalement dans la
colonne d’eau. L’étalement, la dispersion et le transport d’une nappe de pétrole dans la
sphére marine sont donc gouvernés par des facteurs hydrologiques et météorologiques tout
en restant intimement liés a la nature chimique de ’hydrocarbure (viscosité et densité) (Le

Floch et al., 2002a).

(i) Evaporation
Dans le cas d’une marée noire, 1’évaporation peut étre le processus le plus important
en termes de bilan massique. Malgré son importance, il existe relativement peu d’études

physico-chimiques concernant 1I’évaporation du pétrole (Fingas, 1995; National Research

11
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Council, 2003). Ceci s’explique par la complexité des constituants du pétrole et des
différents parametres mis en jeu. Ce phénoméne dépend en effet des températures
respectives de 1’eau et de 1’air, de I’hydrodynamisme (agitation, marée, courants, houle), de
la viscosité et de 1’épaisseur de la nappe. Durant les 24 a 48 premiéres heures qui suivent un
déversement, 1’évaporation constitue le principal agent de disparition du pétrole. Les
hydrocarbures les plus légers (< Cis), moyens (C15-Cy) et lourds (> Cys) sont éliminés, par
cette voie jusqu’a 75,40 et 10% respectivement, quelques jours apres le déversement du

pétrole, pouvant conduire a une pollution de I’atmosphére.

(iii) Dissolution

La dissolution dépend de la composition chimique du pétrole, de 1’étendue de la
nappe, des conditions physico-chimiques, comme par exemple, la température, la salinité, le
vent ou les vagues. Elle est aussi fonction de la viscosité du pétrole. Seuls quelques
composants du pétrole sont partiellement solubles, donc la dissolution implique uniquement
une faible fraction du pétrole initial. Généralement, un hydrocarbure est d’autant plus
soluble dans I’eau que sa masse moléculaire est faible et sa polarit¢ élevée. Les
hydrocarbures aromatiques sont donc plus solubles que les hydrocarbures saturés. Dans une
méme famille, la décroissance de la solubilité avec 1’augmentation du poids moléculaire est

exponentielle (Tableau 1).

Tableau 1
Solubilité de quelques hydrocarbures dans 1’eau distillée (mg/L) a 25 °C (Mackay et al., 1992). NB : dans I’eau
de mer ces solubilités sont inférieures d’environ 25% a celles présentées dans le tableau.

n-Alcanes Solubilité (mg/L) Aromatiques Solubilité (mg/L)
Pentane (n-Cs) 40 Benzene 1700
Hexane (n-Cg) 10 Toluéne 530
Heptane (n-C-) 3 Ethylbenzéne 170
Octane (n-Cg) 1 Para-Xyléne 175
Dodécane (n-Cy,) 0,01 Naphtaléne 30
Triacontane (n-Cs) 0,002 1-Méthylnaphtalene 28
1,3-Diméthylnaphtaléne 8
1,3,6-Triméthylnaphtaléne 2
Fluorene 2
Phénanthréne 1
Chrysene 0,002

(iv) Emulsification
L’émulsification modifie considérablement les propriétés et les caractéres du pétrole

déversé. Lorsque les conditions d’agitation sont suffisantes et en présence de composés
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ayant des propriétés tensioactives (certains constituants du pétrole appartenant a la famille
des asphaltenes), deux types d’émulsions peuvent se former : eau-dans-huile appelée
"mousse chocolat”, et huile-dans-eau (National Research Council, 2003). Les émulsions
eau-dans-huile contiennent entre 60 et 80% d’eau sous forme de gouttelettes de 1 a 20 pm,
provoquant une augmentation du volume de pétrole de départ de 3 a 5 fois (Fingas, 1995).
Leur densité est généralement supérieure a celle du pétrole d’origine (1,03 comparée a 0,8-
0,95). Ces émulsions, difficilement dégradables, sont les précurseurs des résidus
goudronneux retrouvés sur les plages. Les émulsions huile-dans-eau, quant a elles, sont bien
moins stables et elles correspondent a des gouttelettes d’hydrocarbures entourées d’une
enveloppe de molécules d’eau en suspension dans la colonne d’eau. Ces agrégats vont

dériver sous 1’influence des courants de surface.

(v) Photooxydation

La lumiére solaire posséde une énergie suffisante pour favoriser la transformation de
nombreux hydrocarbures dans I’eau de mer, jusqu’a environ 25 m de profondeur.
L’efficacit¢ de ce phénoméne dépend de I’intensité, de la nature (spectre de longueurs
d’ondes) et de la durée de I’exposition, de la nature des hydrocarbures ainsi que de la
présence éventuelle de composés non-hydrocarbonés (Bertrand et Mille, 1989; National
Research Council, 2003). La photooxydation touche plus particulierement les hydrocarbures
aromatiques qui sont plus photosensibles que les hydrocarbures saturés (Dutta et Harayama,
2000). Parmi ces derniers, les composés ramifiés sont plus facilement photooxydés que les
n-alcanes (Rontani et Giusti, 1987). L’incorporation photochimique de I’oxygene conduit a
la formation d’un nombre important de composés (acides, alcools, cétones, aldéhydes, etc.)
qui sont généralement plus solubles et se dispersent plus facilement dans 1’eau de mer et
sont, par conséquent, plus biodégradables (Dutta et Harayama, 2000; Lee, 2003; Lee, 1980;
Rontani et Giusti, 1987). Par contre, s’agissant des pétroles lourds ou de ceux qui ont perdu
leurs composés légers, la photooxydation favorise les réactions de polymérisation qui vont
géner le traitement de ces hydrocarbures et leur dégradation finale (Thominette et Verdu,
1984). 1l est important de noter que certains photoproduits ont une toxicité plus importante
que celle des hydrocarbures d’origine (Maki et al., 2001; National Research Council, 2003).

13
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(vi) ""Overwashing"'

L’"overwashing" est un processus au cours duquel le pétrole est submergé juste au
dessous de la surface de 1’eau. Les principales causes de ce phénomene sont 1’action des
vagues et de la turbulence pres de la surface de la mer (Clark et al., 1987). Deux autres
facteurs doivent étre pris en considération : (i) le pétrole doit avoir une viscosité suffisante
pour former des billes de goudrons "tarballs" et (ii) sa densité doit étre proche de celle de
I’ecau de mer (National Research Council, 2003). L’"overwashing" est un phénomeéne a
prendre en considération, car la présence d’un pétrole submergé n’est pas détectable
notamment par I’imagerie satellitaire’. Une partie des billes de goudrons atteint
ultérieurement le rivage, les plages et les rochers. Certaines de ces billes, aprés adsorption

sur des matieres en suspension, deviendront plus denses que 1’eau de mer et sédimenteront.

(vii) Sédimentation

La sédimentation est le passage du pétrole de la surface vers le fond ; elle survient
lorsque la densité du pétrole résiduel dépasse celle de I’eau de mer. L’augmentation de
densité d’un pétrole consécutive a I’évaporation des fractions 1égéres, a la dissolution et a
I’émulsification, ainsi qu’a 1’adsorption sur les particules en suspension, conduit a la
sédimentation et a 1’accumulation des produits pétroliers dans le sédiment marin. La
sédimentation peut entrainer la constitution d'agrégats de haute densité difficilement

dégradables par voie naturelle.
1.3.2. Les processus biologiques

(i) Bioturbation

Les processus biologiques de bioturbation générés par la faune (méiofaune et
macrofaune) benthique jouent un réle prépondérant dans le devenir des hydrocarbures au
sein des sédiments (Gilbert et al., 1996). Durant le remaniement sédimentaire la faune
bioturbatrice stimule la désorption des hydrocarbures et favorise ainsi leur biodisponibilité
dans la colonne d’eau (Doumengq et al., 2005; Gilbert et al., 2001; Madsen et al., 1997). De
plus, I’introduction d’oxygene dans le sédiment par la faune favorise leur biodégradation par
les microorganismes. A titre d’exemple, la circulation de 1’eau dans des galeries construites
par les Néréis va entrainer 1’oxygénation d’un sédiment anoxique (Bertrand et Guillerme,

1999). Dans les zones c6tiéres tout sédiment traverse au moins une fois le tractus digestif de

" Toutefois, ce phénoméne est mal connu et les travaux sont peu nombreux.
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la macrofaune benthique. La nature et I’'importance des transformations subies par la
matiere organique lors du transit sont mal connues. Les travaux sont peu nombreux en ce

qui concerne les hydrocarbures.

(if) Bioaccumulation

Dans le milieu marin, les organismes sont exposés aux hydrocarbures principalement
sous forme de "micro-gouttes” dissoutes ou adsorbées sur les particules organiques ou
minérales. Sous ces formes, les hydrocarbures peuvent avoir une biodisponibilité accrue, ce
qui peut, malgré de faibles concentrations, augmenter 1’effet de I’exposition. L’accu-
mulation des hydrocarbures sous forme de vésicules intracellulaires va entrainer, tout au
long des chaines trophiques, une amplification des teneurs pour aboutir a des teneurs plus
importantes que celles initialement rencontrées dans I’eau de mer. Les organismes
particulierement atteints par le phénoméne de bioaccumulation sont donc les prédateurs se
trouvant aux sommets des réseaux trophiques (O'Rourke et Conolly, 2003). Pour les HAP,
cette bioaccumulation, chez les organismes vertébrés supérieurs, est cependant tres
minoritaire en comparaison aux phénomenes de biotransformation du fait de leur réactivité
oxydative (Baumard et al., 1998, 1999).

(iii) Biodégradation

La biodégradation des hydrocarbures est I'un des grands axes de la recherche
scientifiqgue se developpant de maniere importante depuis plusieurs années. Elle est le
processus naturel le plus important dans la dépollution de I’environnement. De nombreux
microorganismes (procaryotes et eucaryotes) présentent la capacité a dégrader les
hydrocarbures. 1ls sont qualifiés d’hydrocarbonoclastes. Ces microorganismes sont
largement répandus dans le milieu marin, a la fois dans la colonne d’eau et dans les
sédiments. Ils sont capables d’utiliser les hydrocarbures comme source de carbone et
d’énergie (Bertrand et Mille, 1989). La biodegradation dépend de la nature des
hydrocarbures ; en général, elle débute par I’attaque des n-alcanes suivie successivement par
celle des alcanes ramifiés, des aromatiques a faible poids moléculaire, des alcanes cycliques,
des aromatiques a hauts poids moléculaires et des alcanes cycliques (stéranes, hopanes)
(Atlas et Bartha, 1992; Bertrand et al., 2011; Sauer et al., 1998; Van Hamme et al., 2003).

Plusieurs autres facteurs peuvent influencer la biodégradation comme, la température,
la salinité, la pression, 1’approvisionnement en sels nutritifs, la concentration en oxygene, la

présence de tensioactifs ainsi que le nombre et le type de microorganismes présents dans le
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milieu (Atlas, 1981; Bertrand et Mille, 1989; Bertrand et al., 1993; Berthe-Corti et Hopner,
2005; Le Floch et al., 1999; Le Floch, 2002b; Marin et al., 1996). De plus, la présence de
sources de carbone autre que les hydrocarbures, 1’existence de prédateurs qui se nourrissent
au détriment des microorganismes, pourraient avoir une influence sur la biodégradation.
Dans des conditions in vitro, les microorganismes hydrocarbonoclastes sont capables de
dégrader la majorité des hydrocarbures ; ces résultats peuvent étre extrapolés in situ, mais la

vitesse de dégradation est beaucoup plus faible.

Pendant de nombreuses années, on pensait que les hydrocarbures ne pouvaient étre
dégradés qu’en présence d’oxygene. En fait, la biodégradation des hydrocarbures est aussi
possible en conditions anaérobies (Bertrand et al., 2011; Chang et al., 2002; Grossi et al.,
2000; Holiger et Zehander, 1996; Massias et al., 2003; Widdel et Rabus, 2001; Yu et al.,
2012). De nombreux hydrocarbures, essentiellement aromatiques, mais également des
alcanes saturés et insaturés, sont dégradés par des microorganismes qui utilisent le nitrate, le
sulfate voire le fer comme accepteur terminal d’¢lectrons (Harms et al., 1999; Rabus et al.,
1993; Van Hamme et al., 2003). A titre d’exemple, le toluéne est dégradé par des micro-
organismes dénitrifiants, sulfatoréducteurs ou réduisants le fer (Cupples, 2011; Dou et al.,
2008; Holiger et Zehander, 1996; Van Hamme et al., 2003).

1.4. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)

1.4.1. Définition

Parmi les substances chimiques polluantes retrouvées dans I’environnement, les
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) forment une vaste classe de contaminants
organiques exclusivement constitués d’atomes de carbone et d’hydrogéne, formés par la
condensation d’au moins deux cycles aromatiques a 6, ou parfois, 5 atomes de carbone
(Menzie et al., 1992) (Figure 4). Dans I’environnement, les HAP les plus présents et les plus
mobiles vont du naphtaléne formé de 2 cycles jusqu’au coronene formé de 7 cycles (Neff,

1979).
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Dibenzo[a,c]anthracéne (DB[a,c]Ant) Benzo[ghi]péryléne (B[ghi]P) Coronene (Cor)

Figure 4. Structures chimiques des HAP. ["Substances prioritaires selon ’agence de ’environnement des
Etats-Unis d’ Amérique (US-EPA)].

1.4.2. Caractéristiques physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques des HAP sont liées a leur structure particuliére et a
leur masse moléculaire (Tableau 2). A 1’état pur, les HAP sont des solides souvent colorés et
cristallins a température ambiante. Ce sont des molécules planes, neutres, non polaires,

composées de noyaux aromatiques qui comportent des électrons n. Ces électrons =
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stabilisent la structure en la rendant moins réactive chimiquement (Portella et al., 2005).
Néanmoins, certains HAP, (anthracene, benzo[a]pyréne), sont sensibles a I’oxydation
chimique, photochimique et biologique (McElroy et Sisson, 1989). L’arrangement des
cycles de facon linéaire ou angulaire influence la stabilit¢ des molécules, les HAP
angulaires étant les plus stables et les linéaires les moins stables (Blumer, 1976; Bouchez et
al., 1996; Kanaly et Harayama, 2000). De la méme facon la présence de cycles a 5 atomes
de carbone parmi des cycles benzéniques augmenterait la stabilité des molécules vis-a-vis

de la biodégradation (Wammer et Peters, 2005).

A I’exception du naphtaléne, leur solubilité dans 1’eau est trés faible. Parallélement,
leurs coefficients de partage octanol/eau (Kow) sont relativement élevés, témoignant d’un
important potentiel de bioconcentration dans les organismes (McElroy et Sisson, 1989). Par

ailleurs, les composes alkylés sont plus hydrophobes que les composés parents.

IIs peuvent étre subdivisés en deux catégories (Bouchez et al., 1996) : (i) les HAP
Iégers, dont la masse molaire est comprise entre 150 et 180 g/mol (moins de quatre cycles
aromatiques) ; (ii) les HAP lourds (au moins quatre cycles aromatiques), dont les masses

molaires varient de 200 a 280 g/mol.
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Tableau 2

Propriétés physico-chimiques des HAP.

Masse as b o g Solubilité dans Cste de Henr
Analytes moléculaire Z)f (©) (Fl’)e (€) (Fg’," s°(P) peauazsc Log Kow *®@  Log Ko ®®  LogK, ™ LogK® " (atm.mS/moI);

(g/mol) (mg/L) @ W
Naphtaléne 128 80,2 218 10,5® 31,8 3,40 0 3 1,7 1,7 483
Acénaphtyléne 152 92,5 270 393@ 3,610 - - - -
Acénaphténe 154 96,2 279 0,356 ¥ 37 3,77 3,7 - - 145
Fluoréne 166 116 295 0,09 1,98 3,96 W 3,9 - - 91
Phénanthréne 178 101 340 0,018 1,2 4,57 4,2 2,73 2,8 39,3
Anthracéne 178 2175 3409 7,5.10" 1,29 4,60 @0 4.4 2,73 3,5 49,7
Fluoranthéne 202 110,5 384 1,210°%® 0,26 5,1 49 370 37 6,5®
Pyréne 202 156 404 8,86.10™ 0,13 5,32 - 379 - 5®)
Benzo[a]anthracéne 228 160,6 437 7,3.10° 0,011 ® 5,312 - 4,19 - -
Chryséne 228 255 448 5,7.107 0,002 581@ - 4,19 - -
Benzo[b]fluoranthéne 252 1683® 481 0,0012 @ 6,57 58 5® 33 12®
Benzo[K]fluoranthéne 252 21579 480 6.10” 0,00076 6,84 59 4,88 - 0,68
Benzo[j]fluoranthéne 252 166 - - 0,0025 @ 6,44 © - 4,88 - -
Benzo[e]pyréne 252 - - - 0,0063 @ 6,44 © - 4,88 - 0,4
Benzo[a]pyréne 252 176,5 496  7,3.107W 0,002 ® 6,13 @ 6 4,88 4,2 -
Péryléne 252 - - - 0,003 @ 6,50 10 - 4,88 - 0,29
Indéno[1,2,3-cd]pyréne 276 1636® 533 - 0,062 6,6 6,8 5,57 - 0,05 ®
Dibenzo[a,h]anthracéne 278 262® 524  3,7.10" 0,0005 6,7 6,1 5,65 5,6 -
Dibenzo[a,c]anthracéne 278 - - 1,3.10° 0,023 @ 71® - 5,65 - -
Dibenzo[a,j]anthracéne 278 - - - 0,012 @ 711 © - 5,65 - -
Benzo[ghi]péryléne 276 273 550 - 0,00026 6,5 - - - -

Référence :  INERIS, 2003; @ Schwarzenbach et al., 2003; ® ATSDR, 1995; ® Karcher et al., 1991; ® Rapport de ’ADEME, 1995, fiche n°4; © Karcher,
Budavari et al., 1996; ©® Pearlman et al., 1984; © De Kruif, 1980; ‘% Andersson et Schrader, 1999; ¥ Sahu et Pandit, 2003; @ Jiang et al., 2012.

1988;

2Pf : point de fusion, °Pe : point d’ébullition, © Pvs : pression de vapeur saturante & 25 °C, ¢ K, : coefficient de partage n-octanol/eau, ® K, : coefficient de partage carbone
organique/eau, ' K, : coefficient de partage carbone sédiment/eau, ° K, : coefficient de partage eau/air, " Constante de Henry & 25 °C.
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1.4.3. Origines des HAP

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques se trouvent dans 1’environnement sous
forme de mélanges, plus ou moins complexes, constitués de plus d’une centaine de
composeés différents. Ils peuvent avoir plusieurs origines (Neff, 1979) (Figure 5). La plus
importante est 1’origine pyrolytique qui correspond a la combustion incompléte de la
matiere organique a haute tempeérature (McElroy et Sisson, 1989; Samanta et al., 2002;
Suess, 1976). L'activité industrielle contribue largement a la production de ces composés,
en particulier I'industrie du charbon (cokeries, usines a gaz), ainsi que les émissions des
véhicules, le chauffage domestique et urbain. La formation de HAP d'origine pyrolytique
est également parfois issue de processus de combustion naturels, comme les feux de foréts
(Freeman et Cattell, 1990;Youngblood et Blumer, 1975) ou les éruptions volcaniques
(Edwards, 1983; Houya et al., 1996; Nikolaou et al., 1984). 1l faut garder a I’esprit qu’en
atmosphére intérieure, la fumée de cigarette (Chuang et al., 1991; Mitra et Ray, 1995;
Schmeltz et Hoffmann, 1976) ainsi que la fumaison (grillade, fumage, chauffage de 1’huile
de cuisine) représentent également une source pyrolytique non négligeable d’exposition de
I’homme aux HAP.

' Origines naturelles I

—) Diageénétiques

Origines anthropiques

Pétrolieres

Pyrolytiques

— Suintements naturels

—) Pyrolytiques

Figure 5. Différentes origines des HAP dans I’environnement (d’aprés Bertrand et al., 2011).

Les pétroles bruts contiennent des HAP en teneurs variables. Dans ce cas, cette source
correspond a toutes les pollutions induites par 1’utilisation humaine hors combustion du
pétrole. Deux types d’apports y participent (Bertrand et al., 2011) : (i) les apports
chroniques : notamment les rejets dans les réseaux des zones urbaines ou industrielles, les
rejets liés aux activités d’exploitation et de production pétroliére et de transports ; (ii) les

apports accidentels : chaque étape de la production et d’exploitation représente un risque de
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contamination ; les plus spectaculaires sont les accidents de navires-citernes (Tableau 3), les

accidents de téte de puits, les ruptures d’oléoducs et les accidents liés au stockage.

Tableau 3
Principaux déversements d’hydrocarbures dus a des accidents de navires-citernes, dans les eaux européennes
(d’aprés les données de I'ITOPF®).

Nom du navire l'?‘:crlise(:i Lieu de ’accident Qu?fg;tfoﬂ%i; see
Amoco Cadiz 1978 Bretagne, France 223
Haven 1991 Génes, Italie 144
Torry Canyon 1967 Cornouailles, GB 119
Irenes Serenade 1980 Gréce 100
Urquiola 1976 La Corogne, Espagne 100
Independenta 1979 Bosphore, Turquie 95
Braer 1993 Shetlands, Ecosse 85
Jacob Maersk 1975 Portugal 85
Aegean Sea 1992 La Corogne, Espagne 74
Sea Empress 1996 Milford Haven, Galles 72
Prestige 2002 Galice, Espagne 63
Andros Patria 1978 Large de I’Espagne 50
Erika 1999 Bretagne Sud, France 18
Tanio 1980 Bretagne, France 6

Les HAP peuvent également étre d’origine diagénétique. En effet, certains HAP
peuvent dériver de la modification chimique lors de la diagénése précoce® de précurseurs
naturels, tels que les terpénoides, les pigments, les stéroides, les quinones, accumulés dans
les dépdts sédimentaires (Aizenshtat, 1973; Laflamme et Hites, 1979; Wakeham et al.,
1980). Cette source est toutefois minoritaire par rapport aux autres sources excepté en

certains endroits tres localisés (Budzinski et al., 1997).

Le pétrole, formé dans les couches sédimentaires profondes au cours des temps
géologiques, migre vers la surface. S’il n’est pas piégé dans des roches-réservoirs, il peut
former en milieu continental des affleurements tels que les schistes bitumineux de
I’ Athabasca au Canada (National Research Council, 2003; Vandecasteele, 2005). En milieu
marin, il remonte a la surface de 1’océan pour former des petites nappes d’hydrocarbures qui
vont dériver ou s’échouer sur le littoral. Le suintement naturel le plus étudié (Mau et al.,

2007; Hornafius et al., 1999) est celui situé¢ a Santa Barbara en Californie, d’ou s’échappe

& ITOPF : "International Tanker Owners Pollution Federation". http://www.itopf.com
% Processus lent responsable de la transformation de la matiére organique en dép6t sédimentaire sous 1’effet de
la température, du pH et de la microflore.
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quotidiennement 150 000 m* de méthane (CH,) et 16 L de pétrole. Ainsi, des HAP d’origine

pétrogénique se trouvent dans I’environnement de fagon naturelle.

A propos des hydrocarbures aromatiques trouvés en faible quantité chez certains
organismes vivants, il n’a pas ét¢ clairement établi que ces composés étaient réellement

biosynthétisés et non pas seulement bioaccumulés (Blumer, 1976; Budzinski, 1993).

1.4.4. Outils d’identification des origines

Les divers processus de formation des HAP (pyrolytiques, pétrogeniques et
diagénétiques) genérent des HAP ayant une empreinte caractéristique. Ces caractéristiques
ont permis le développement d’outils de diagnostic spécifique afin de déterminer les

origines de la contamination d’un environnement donné.

Les environnements principalement marqués par des pollutions pétrogéniques
présenteront une prédominance des HAP substitués vis-a-vis des HAP parents, ainsi que des
HAP de faible poids moléculaire (2 et 3 cycles aromatiques). Les températures relativement
basses (inférieures a 200 °C), atteintes lors de la lente maturation de la matiere organique,
favorisent la préservation des HAP de faible poids moléculaires et substitués. Inversement,
les HAP provenant des processus pyrolytiques a haute température (activité industrielle :
1500-2000 °C) présentent des profils caractérisés par une prédominance des composés
parents et des HAP de haut poids moléculaire (4, 5 et 6 cycles aromatiques) (Baumard,
1997). A ces températures les composés substitués ne sont pas stables. Si la température de
pyrolyse diminue (feux de forét: température inférieure a 800 °C), une quantité non
négligeable de composés substitués peut étre générée (Neff, 1979). A partir de ces
caractéristiques, des rapports impliquant les composés parents et substitués ont été établis
afin de différencier les sources pétrolieres des sources pyrolytiques (Tableau 4). Les indices
¥C;-HAP/HAP (somme des concentrations des composes méthylés divisée par la
concentration du composé parent) sont discriminants. Ils sont plus grands pour les HAP
pétroliers que pour les HAP pyrolytiques. Le 4,5-MPhe (4,5-méthylene phénanthréne) est
un produit caractéristique de la combustion (Garrigues et al., 1995). L’indice moléculaire
4,5-MPhe/EMPhe (concentration du 4,5-méthyléne phénanthréne divisée par la somme des
concentrations des méthyl-phénanthrénes) est tres discriminant. Une absence de 4,5-MPhe
caractérise des HAP d’origine pétrogénique ou diagénétique. Dans le cas d’un mélange de
pollutions, plus I’indice est grand, plus la proportion de la pollution d’origine pyrolytique
est grande. Le rapport des HAP de faible poids moléculaire sur ceux de haut poids
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moléculaire ("Low Molecular Weight"/"High Molecular Weight": LMW/HMW) est
couramment utilisé afin de distinguer les origines pétrolieres (rapport supérieur a 1) et

pyrolytiques (rapport inférieur a 1) (Azimi et al., 2005; De Luca et al., 2005).

Les différences de stabilité thermodynamique des composés ont également été
appliquées a plusieurs couples d’isomeres. Le rapport d’isomeres phénanthréne/anthracéne
est thermo-dépendant. Pour des températures élevées, typiques des processus de
combustion, le rapport est faible (<10) alors que pour des températures plus faibles, comme
celles atteintes lors de la lente maturation de la matiére organique, ce rapport est important
(Budzinski et al., 1997; Huang et al., 2012).

Le rapport d’isoméres fluoranthéne/pyréne est également utilisé pour la
différenciation entre les échantillons pyrolytiques et pétroliers. Les valeurs inférieures a 1
caractérisent une pollution d’origine pétroliére alors que des valeurs supérieures a 1 seraient
la conséquence d’une contamination pyrolytique (Budzinski et al., 1997; Wang et al., 1999).
De nombreux autres indices ont été décrits dans la littérature (Asia et al., 2008; Colombo et
al., 1989; Li et al., 2012a; Mille et al., 2006; Mille et al., 2007; Oros et Ross, 2004; Yunker
et al., 2002; Zeng et Vista, 1997).

La fiabilité de ces indices repose sur I’utilisation de couples d’isomeres possédant des
caractéristiques physico-chimiques similaires et présentant le minimum de différences quant
a leur devenir dans I’environnement. Par ailleurs, ces différents indices sont le plus souvent
¢étudiés simultanément afin d’obtenir une bonne estimation des différentes sources de HAP
(Budzinski et al., 1997; Li et al., 2012a; Oros et Ross, 2004; Yunker et al., 2002).

Enfin, quelques HAP peuvent dériver de précurseurs biogéniques par des processus
diagénétiques. Ainsi, le péryléne est fréquemment utilisé comme marqueur d’apports
continentaux naturels (résine, bois) et/ou autochtones a partir du matériel aquatique
(diatomées) (Baumard et al., 1999; Budzinski et al., 1997; Venkatesen, 1998).

Tableau 4
Valeurs de quelques indices moléculaires caractérisant 1’origine des HAP.

Indices caractéristiques

Sources XC;-Phe/Phe 4,5-MPhe Phe/Ant  Fluo/Pyr  B[a]Ant/(B[a]JAnt LMW/HMW
@ /SMPhe © @06 @ +Chry) © @ ©

Pétroliere >2 0 >10 <1 <0,20 >1
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Pyrolytique <1 0,04-0,4 <10 >1 >0,35 <1

Référence : ) Garrigues et al., 1995; © Budzinski et al., 1997; ® Yunker et al., 2002;  De Luca et al., 2005;
®) Huang et al., 2012; © Commendatore et al., 2012.

Phe : phénanthréne, Ant : anthracéne, Fluo : fluoranthéne, Pyr : pyréne, B[a]JAnt : benzo[a]anthracene, Chry :
chryséne, 4,5-MPhe : 4,5-méthyléne phénanthréne, MPhe : méthyl-phénanthrénes, LMW/HMW : "low
molecular weight/high molecular weight".

1.5. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques soufrés (HAPS)

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques soufrés (HAPS), forment une classe de
composés aromatiques polycycliques qui contiennent un ou plusieurs atomes de soufre dans
I’'un des cycles aromatiques (Figure 6). En dépit de leur composition différente, ils sont

généralement intégrés a la famille des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP).

Les HAPS quantifiés dans I’environnement sont principalement d’origine anthropique
et ils résultent notamment de la combustion incomplete de la matiere organique. Ils sont
introduits via les rejets industriels, les marées noires, le déballastage etc. Ils ont été détectés
dans plusieurs échantillons environnementaux : poussiére urbaine (Mostafa et al., 2009),
sédiments (Brack et Schirmer, 2003; Heininger et Claus, 1995; Liibck-von et al., 2008), gaz
de combustion de charbon (ThuB et al., 2000) et eaux usées (Popp et al., 1999). Les HAPS
ont été egalement analysés dans les matiéres fossiles (Budzinski, 1993; Mdssner et Wise,
1999; Moustafa et Andersson, 2011).

Comme les HAP, les HAPS sont connus pour leur pouvoir cancérigéne ou mutagéne
(Jacob, 1990; Kropp et Fedorak, 1998; MacFall et al., 1984; Pelory et al., 1983). A titre
d’exemple, le dibenzo[b,d]thiophéne et le benzo[b]naphto[2,1-d]thiophéne sont cancéri-
genes (Amat et al., 2004). Le phénanthro[3,4-b]thiophéne et le benzo[2,3]phénanthro[4,5-
bcd]thiophéne sont mutagénes (Karcher et al., 1981; Swartz et al., 2009).

En plus de leur importance en chimie environnementale et en toxicologie, ces
composés sont également utilisés en géochimie organique afin de caractériser la maturation
d’un pétrole brut et d’identifier son origine (Andersson et Sielex, 1996; Budzinski et al.,
1993; Hegazi et al., 2003; Hegazi et Andersson, 2007; Liang et al., 2006; Younes et al.,
2007). 1l a été clairement établi que les rapports d’isoméres C;-DBT (monométhyl-
dibenzothiophénes) varient fortement en fonction de ’origine de pétrole. Ainsi, ces rapports
peuvent étre utilisés afin d’identifier 1’origine d un pétrole brut et de différencier les pétroles

frais des pétroles vieillis (Wang et Fingas, 1995, 1997; Yim et al., 2011).
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Benzo[b]thiophéne Dibenzo[b,d]thiophéne  4-H-Indéno[1,2-b]thiophéne  Naphto[2,3-b]thiophéne

3-Phénylthiophéne

2-(2-Naphtyl)thiophéne Naphto[2,1-b] Naphto[1,2-b] Benzo[b]naphto[1,2- Benzo[b]naphto[2,1-
thiophéne thiophéne d]thiophéne d]thiophene
~P O O
7
S @ |
O ¢ ; O =5
S

Phénanthro[9,10-b] Phénanthro[3,4-b] Phénanthro[4,5-bcd] Acénaphtho[1,2-b] Benzo[b]naphto[2,3-d]
thiophéne thiophene thiophéne thiophéne thiophéne

O S _
Ty Agp 50 g

Acénaphtho[1,2-b]

2-(2-Naphtyl)benzo Benzo[2,3]phénanthro Chryséno[4,5-bcd]
thiophéne [4,5-bcd]thiophene thiophene benzo[d]thiophéne
©© l‘@ “@ ©®
S
© S
Benzo[b]phénanthro Dinaphto[2,1-b; 1',2'-d]thiophéne

Benzo[b]phénanthro[2,1-d]thiophene

Q0O
©)
©©©

Diphénanthro[9,10-b; 9°,10"-d]thiophéne

[9,10-d]thiophéne

Diacénaphtho[1,2-b; 1',2"-d]thiophéne

Figure 6. Structures chimiques des HAPS. NB : dans les pétroles bruts, le benzo[b]thiophéne, le dibenzo[b,d]-
thiophene et leurs dérivés alkylés sont plus abondants que les autres composés soufrés (Andersson et Schmid,

1995; Ho et al., 1974; Liang et al., 2006; Tissot et Welte, 1984).
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1.6. Les dérivés alkylés des hydrocarbures polyaromatiques

Les hydrocarbures sont constitués d’une multitude de molécules dont les composés
substitués des HAP et HAPS parents présentés précédemment. Ainsi, des chaines saturees
peuvent substituer un a plusieurs atomes d’hydrogéne du composé parent, et ce pour
différentes positions sur les noyaux aromatiques. Il en résulte donc, pour la plupart des
composes parents, une multitude de dérivés qui sont regroupés en fonction du nombre de
carbones supplémentaires par rapport au composé parent dont ils dérivent (Figure 7). Ces
groupes de molécules se présentent sous forme de plusieurs pics dont la distribution se
complexifie avec le degré de ramification et le nombre de cycles aromatiques (Figure 8).
Selon I’origine de ces composés, ils sont plus ou moins abondants en comparaison des
composés parents (ils sont généralement plus abondants si leur origine est pétrogénique)
(Wang et Fingas, 1999).

o o o Qo
o o2

C,-Phénanthrénes Cy-Phénanthrénes

= \ L

OO OO ey OO
-
C;-Phénanthrenes Phénanthrene

Figure 7. Les dérivés alkylés du phénanthréne.

I T

Ci-Phénanthrénes C,-Phénanthrénes

Cs-Phénanthrénes

Figure 8. Familles d’alkylés du phénanthréne.
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2. LES TECHNIQUES DE MESURES DES COMPOSES CIBLES

Les HAP et HAPS sont reconnus pour leur pouvoir cancérigene et mutagéne vis-a-vis
de la faune et de la flore. Ces composés penetrent directement dans les milieux aquatiques
par des sources essentiellement anthropiques tels que les effluents industriels ou des
déversements accidentels de pétrole. La présence de ces contaminants organiques dans la
phase dissoute des systéemes aquatiques représente donc un probléme environnemental
sérieux mais leur quantification a de faibles teneurs dans les matrices complexes s’avere
difficile. En effet, leur analyse nécessite une étape d'extraction/concentration bien souvent
fastidieuse par les méthodes classiques (LLE, SPE). Dans ce contexte, les techniques
d’extraction dites par SPME ("solid phase micoextraction™) et SBSE ("stir bar sorptive
extraction™) semblent offrir de nombreuses perspectives (Blasco et al., 2004; Rianawati et
Balasubramanian, 2009). Ce sont des techniques performantes, et suffisamment rapides afin

d’assurer les suivis environnementaux a grande échelle.
2.1. La microextraction sur phase solide (SPME)

2.1.1. Principes et fonctionnement

Parmi toutes les méthodologies d’extraction des contaminants organiques dans la
phase aqueuse, la miroextraction sur phase solide (SPME) a prouvé au cours des dernieres
années ses atouts dans I’analyse des polluants organiques (Ouyang et Pawliszyn, 2006;
Pawliszyn, 1997; Shumer et Pawliszyn, 2000). C’est une technique de préconcentration
d’analytes qui n’utilise pas de solvant organique, ne nécessite qu’un faible volume
d’échantillon et ou la préparation de 1’échantillon est trés souvent limitée a son prélévement.
Elle a été développée par Arthur et Pawliszyn 1990 (Arthur et Pawliszyn, 1990),
commercialisée en 1993 par Supelco (Bellefonte, PA, USA) et automatisée en 1996 par

Varian (passeur automatique d’échantillons).

La SPME consiste a plonger une fibre en silice fondue revétue d’un polymere adéquat
et placée a l’intérieur d’une aiguille dans un échantillon donné. La fibre coulisse dans
I’aiguille sous I’action d’un piston en acier inoxydable. L’extraction est basée sur le partage
des analytes d’intérét entre la phase stationnaire de la fibre et le milieu dans lequel elle est

plongée (Figure 9). La méthodologie SPME inclut deux modes d’extraction principaux :
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(i) Une extraction directe ou par immersion ou la fibre est immergée directement dans
le liquide et les analytes se partagent entre la fibre et 1’échantillon liquide. En général, les
analytes polaires, semi-ou non-volatils sont extraits par ce mode (King et al., 2004; Luan et
al., 2007; Rianawati et Balasubramania, 2009).

(if) Une extraction de 1’espace de téte ("headspace") ou la fibre est exposée dans
I’espace de téte au dessus de I’échantillon. Dans ce processus, deux équilibres
interviennent : 1’équilibre échantillon-phase gazeuse et 1’équilibre phase gazeuse-fibre. Ce
mode est largement utilisé pour I’extraction des composés volatils et apolaires (Harris et al.,

1999; Jaraula et al., 2008; Llompart et al., 1998).

Aprées ’extraction, la fibre est rétractée dans l'aiguille, retirée de 1’échantillon et
désorbée thermiquement directement dans un injecteur de chromatographe en phase gazeuse
pour les composeés volatils ou semi-volatils (Bianchin et al., 2012; Globig et Weickhardt,
2005; Popp et al., 2000) (Figure 9). Pour les composés a faible volatilité ou thermiquement
instables, la désorption s’effectue par un lavage avec des solvants organiques appropriés a la

chromatographie en phase liquide (Chen et Pawliszyn, 1995; Lord et Pawliszyn, 2000).

Piston

Aiguille
Fibre SP Septum
ﬁ Liner
Analytes /
dissous ::.
—Lolonne
T@y ¥ Gc
Four incubation et agitation \ i
A B

Figure 9. Représentation schématique de la SPME. A : extraction des analytes. B : désorption thermique et
analyse en GC-MS.
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2.1.2. Nature du revétement

Différents polyméres de revétements de fibres, permettant de piéger plusieurs
types d’analytes, sont commercialement disponibles. Il s’agit notamment du polydiméthyls-
iloxane (PDMS : revétement apolaire) et des revétements plus polaires tels que les
copolyméres PDMS-divinylbenzene (DVB), les carbowax (CW)-PMDS ou DVB, les
carboxen (CAR)-PMDS ou DVB et les polyacrylates (PA) (Tableau 5).

Tableau 5
Les fibres de la SPME commercialement disponibles (d’aprés Vas et Vékey, 2004).
Nature du Epa_isseur N Tempér_ature _

o de film Polarité opeératoire Technique Analytes
revétement . g

(um) maximale (°C)

PDMS 100 Apolaire 280 GC-HPLC  Volatils
PDMS 30 Apolaire 280 GC-HPLC  Apolaires semi-volatils
PDMS 7 Apolaire 340 GC-HPLC  Apolaires semi-volatils
PDMS-DVB 65 Bipolaire 270 GC Polaires volatils
PDMS-DVB 60 Bipolaire 270 HPLC Usage général
PDMS-DVB 65 Bipolaire 270 GC Polaires volatils
PA 85 Polaire 320 GC-HPLC  Polaires semivolatils
CAR-PDMS 75 Bipolaire 320 GC Gaz et volatils
CAR-PDMS 85 Bipolaire 320 GC Gaz et volatils
CW-DVB 65 Polaire 265 GC Analytes polaires (alcools)
CW-DVB 70 Polaire 265 GC Analytes polaires (alcools)
CW-TPR 50 Polaire 240 HPLC Tensioactifs
DVB-PDMS-CAR  50/30 Bipolaire 270 GC Odeurs et flaveurs

CAR : carboxen, CW : carbowax, DVB : divinylbenzéne, GC : chromatographie en phase gazeuse, HPLC :
"high-performance liquid chromatography"”, PA: polyacrylate, PDMS: polydiméthylsiloxane, TPR:
"templated resin".

La mise au point analytique nécessite l'optimisation de différents parameétres
d’extraction (température, temps d’extraction, effet de sel, nature de fibre, pH,...) et de

désorption (Cortazar et al., 2002).

2.1.3. Applications de la SPME

La SPME a ¢été appliquée avec succes a une grande variété d’analytes dans les
domaines de I’environnement (Tableau 6), de 1’alimentaire (Tableau 7) ainsi que dans le
domaine pharmaceutique ou biomédical (Tableau 8). Dans sa premiere periode de
développement, la plupart des applications de la SPME étaient en chimie environnementale.
Le tableau 6 résume les méthodes SPME appliquées dans le secteur de 1’environnement.
Dans ce tableau, les analytes, la matrice, le mode d’extraction, la nature du revétement, le
systeme analytique ainsi que les limites de détection sont présentés. La SPME a été

principalement utilisée pour 1’extraction des composés organiques volatils et semi-volatils
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dans les eaux (Potter et Pawliszyn, 1994). Popp et al. (2000) ont utilisé la SPME couplée a
la LC-FLD pour la détermination des HAP dans les eaux usees. Une méthodologie par
SPME suivie par une analyse en GC-MS et GC-MS-MS a été également développée pour la
détermination des HAP dans différents types d’échantillons d’eau (eau du robinet, eau de
puits, eau superficielle et eau de mer). Cette méthodologie s’est montrée trés adaptée pour
I’analyse des HAP dans une matrice complexe (Gonzélez et al., 2007a). La détermination
des HAP dans les eaux de pluie a été réalisee par SPME-GC-MS (Rianawati et
Balasubramanian, 2009). Bien que cette technique a été initialement developpée pour
I’extraction des analytes dans les échantillons aqueux, elle a également été utilisée pour la
détermination des composés d’intérét dans les sols, les sédiments et les fractions pétroliéres
(Tableau 6).

La SPME a été largement utilisée dans le domaine alimentaire que ce soit pour
I’évaluation de la qualité nutritionnelle, la caractérisation d’additifs ou 1’analyse des
contaminants présents a 1’état de trace. Les protocoles SPME développés pour ’analyse des
différents composants et contaminants dans les echantillons alimentaires sont résumes dans

le tableau 7.

La SPME a aussi montré sa performance dans les secteurs pharmaceutiques et
biomédicaux (Tableau 8). Une application connue du grand public est I’analyse des
amphétamines dans I’urine. Ces analytes ont été également détectés dans le sang, la salive et

les cheveux humains.

Enfin, les applications de la SPME présentées dans les tableaux 6, 7, et 8 constituent

seulement une petite fraction des travaux effectués avec succes par cette technique.
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Tableau 6
Applications environnementales de la SPME.
Analytes Matrice Mode phase Systeme analytique LD Références
HAP Eaux usées SPME PDMS LC-FLD 1-6 ng/L Popp et al., 2000
HAP Eaux SPME PDMS GC-MS 0,08-0,27 ng/mL Doong et al., 2000
HAP Eaux SPME PDMS GC-MS 0,0005-0,004 pg/mL Liu et Korenaga, 2001
HAP Eaux usées SPME PDMS GC-MS <ng/L Hawthorne et al., 2005
HAP Eaux SPME PDMS-DVB GC-MS-MS 0,07-0,76 ng/L Gonzélez et al., 2007a
HAP Sédiments SPME PDMS-DVB GC-MS 0,4-15 pg/kg Gonzélez et al., 2008
HAP-N Eau SPME PDMS-DVB GC-MS 0,004-0,060 pg/L Mekiki et al., 2006
HAP Eau SPME PDMS GC-MS 1-29 ng/L King et al., 2004
HAP, HAP alkylés, DBT Sols pollués HS-SPME PDMS GC-MS 0,65-24,60 mg/kg Havenga et Rohwer, 1999
HAP, PCB, Phtalates Eau SPME PDMS GC-MS 0,03-3,15 pg/L Cortazar et al., 2002
HAP Eau SPME PDMS GC-MS - Globig et Weickhardt, 2005
Rianawati et
HAP Eaux SPME PDMS GC-MS 0,001-0,044 pg/L Balasubramanian, 2009
HAP Sols HS-SPME PDMS GC-MS - Eriksson et al., 2001
Particules
HAP atmosphériques HS-SPME PDMS GC-MS 5-750 pg Vaz, 2003
Phe Sols HS-SPME PDMS GC-MS - De Cesare et al., 2008
HAP, Phénols, Phtalates Eaux SPME CW-DVB, PDMS-DVB GC-ITMS 0,1-1, 0,1-2 ng/L Stiles et al., 2008
HAP, BTEX Eau DI-HS-SPME = PDMS-DVB GC-MS 0,1-0,31 pg/L Bianchin et al., 2012
HAP, AP, Parabénes Eaux usées SPME Poly(VBHIM+NTf2-) GC-FID 0,006-7 ng/mL Darias et al., 2010
HAP-OH Eau, sols SPME PA GC-MS 0,003-0,44 pg/L Luan et al., 2007
BTEX, N,... WAF HS-SPME PDMS GC-MS 1,3-273,9 ng/L Llompart et al., 1998
BTEX Eau HS-SPME CAR-PDMS GC-MS 0,01-0,05 ng/L Lee et al., 2007
HAP, HAP alkylés Pétrole, eau,... HS-SPME PDMS GC-MS - Jaraula et al., 2008
Chlorobenzenes Sols HS-SPME PDMS GC-IT-MS 0,03-0,1 ng/g Santos et al., 1997
n-Alcanes (Cs-Cyy) Pétrole HS-SPME PDMS GC-FID - Harris et al., 1999
PDMS, DVB-CAR-
n-Alcanes (Cs-Cyy),. .. Sédiments HS-SPME PDMS GC Sub ppm Abrams et al., 2009
T, N, dodécane,... Eau de riviere  SPME PA, CW-DVB, PDMS  GC-MS 1-6,1 ng/mL Salafranca et al., 2003
Chlorotoluénes Eaux HS-SPME PDMS-DVB GC-MS-MS 0,03-0,33 pg/mL Regueiro et al., 2009
Dérivés benzéniques Eau SPME PA GC-FID 1-16 ng/mL Da Huang et al., 1997
Composes aromatiques Eaux SPME CW-DVB GC-FID 0,5-10 ng/mL Doorn et al., 1998
Ccov Eaux HS-SPME CAR-PDMS GC-MS-MS 0,004-0,2 pg/L Cerveraetal., 2011
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Muscs synthétiques
Phtalates
Herbicides
Herbicides

Pesticides

Pesticides
Pesticides
Pesticides
Pesticides
Pesticides
Fungicides

POP

POP

POC

Composes "antifouling"”
POC

POC, PCB

POC

POC

Pesticides
Herbicides

PCB

PCB

PE

PE

Phénols

MTBE
Anti-inflammatoires
Anti-inflammatoires
Anti-inflammatoires
Herbicides
Parabénes

TCS, MTCS, 2,4-DCP,...

Eaux
Eau

Eaux
Eaux

Eaux

Eaux
Eau
Eaux
Eaux
Eau
Eaux

Eaux
Eaux
Sédiments
Sédiments
Eau
Eau
Eau
Eaux
Eau
Eaux
Eau
Eaux
Eaux
Eaux
Eaux
Eaux
Eau
Eau
Eau
Eau
Eau
Eau

SPME
SPME
SPME
SPME

HS-SPME

SPME
SPME
SPME
SPME
HS-SPME
SPME

HS-SPME
SPME
HS-SPME
SPME
SPME
HS-SPME
HS-SPME
SPME
SPME
SPME
MA-HS-SPME
SPME
SPME
SPME
SPME
HS-SPME
SPME
SPME
SPME
SPME
SPME
SPME

PDMS-DVB
Cw-DVvB
PA

PDMS

PDMS-DVB

PDMS-DVB
PDMS-DVB
PA
PDMS-DVB
PA

PDMS

PDMS

PA

PDMS

PDMS

PDMS

PDMS
DVB-CAR-PDMS
DVB-CAR-PDMS
PA

CAR-PDMS
PDMS

PDMS

PA

PDMS-DVB

PA
DVB-CAR-PDMS
PA

PA

PDMS

PA

PA

PA

GC-MS 14-22 ng/L
GC-MS 0,005-0,04 pg/L
GC-MS 0,02-0,11 pg/L
GC-MS 0,5-0,25 pg/L
GC-ECD, GC-TOF-

MS 0,00051-0,0032 pg/L
GC-ECD, TSD 1-50 ng/L
GC-MS 4-17 ng/L
GC-MS 0,02-0,3 ng/L
GC-MS-MS 0,04-1,5 ng/L
GC-MS 0,01-10 pg/L
GC-ECD 0,001-0,015 pg/L
GC-FTD, MS 0,01-0,04 pg/L
GC-FPD 0,1-0,29 pg/L
GC-ECD 0,029-0,084 ng/g
GC-MS 0,5-6 ng/g
GC-MS 0,02-800 pg/L
GC-MS-MS 0,4-26 pg/mL
GC-ECD 2-70 ng/L
GC-ECD 4,5x10%1,5 ng/L (LQ)
GC-MS 0,002-0,01 pg/L
GC-MS 1,2-2,7 ng/L
GC-MS 0,27-1,34 ng/L
GC-ECD <5 pg/mL
GC-MS 0,006-0,17 pg/L
GC-MS 3-30 ng/L
LC-ECD 0,05-15 pg/L
GC-MS -

GC-MS 12-20 ng/L
GC-MS 12-40 ng/L (LQ)
GC-MS 0,3-2,9 ng/L
GC-MS 0,004-0,030 ng/mL (LQ)
GC-MS-MS 0,001-0,025 pg/L
GC-MS <10 ng/L

Winkler et al., 2000
Betlej et al., 2001
Martinez et al., 2003
Rocha et al., 2008

Mmualefe et al., 2009
Gongalves et Alpendurada,
2002

Gonzélez et al., 2007b

Filho et al., 2010

Cavaliere et al., 2012
Sakamoto et Tsutsumi, 2004
Lambropoulou et al., 2000
Lambropoulou et Albanis,
2001

Su et Huang, 1997

Chang et Doong, 2006
Lambropoulou et al., 2003
Magdic et Pawliszyn, 1996
Derouiche et al., 2007
Tomkins et Barnard, 2002
Junior et Poppi, 2007
Aguilar et al., 1998

Xu et al., 2007

Shu et al., 2003

Yang et al., 1998
Pefialver et al., 2000
Pefialver et al., 2001
Pefialver et al., 2002
Piazza et al., 2001
Carpinteiro et al., 2004
Rodriguez et al., 2004
Araujo et al., 2008
Rodriguez et al., 2005
Canosa et al., 2006
Canosa et al., 2005
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PE Eau SPME PDMS-DVB GC-MS 2-103 ng/L Polo et al., 2005
NP, BPA,... Eau usée SPME PA GC-MS 40-100 ng/L Braun et al., 2003
PBDE Sédiments SPME PDMS GC-MS - Jiaetal., 2012
PBDE, PBD Eau HS-SPME PDMS GC-MS-MS 7-190 ng/L Polo et al., 2004
CP Eau SPME CW-TPR LC-ECD 3-8 ng/L Sarrion et al., 2002
Phénols Eau SPME CW-TPR LC-DAD 1-10 pg/L Toledo et al., 2001
Phénols, CP Eau SPME PA GC-MS 0,074-9,10 pg/L Simdes et al., 2007
THM Eau de robinet HS-SPME CAR-PDMS GC-ECD 0,005-0,01 pg/L Cho et al., 2003
THM Eau HS-SPME PDMS GC-ECD 1,4-6,1 ng/L Bahri et Driss, 2010
THM Eau HS-SPME CAR-PDMS-DVB GC-MS 1-20 ng/L Allard et al., 2012
Composés
organostanniques Eau HS-SPME PDMS GC-MS 0,4-1,5 ng/L Chou et Lee, 2005
"Halonitriles" Eau potable HS-SPME CAR-PDMS-DVB GC-MS 0,9-80 ng/L Kristiana et al., 2012
SCCP Eau SPME PDMS GC-ECD 0,02-0,3 pg/L Castells et al., 2003

AP : alkylphénols, BPA : biphénols-A, BTEX : benzéne, toluéne, éthylbenzene et xylenes, CAR : carboxen, COV: composés organiques volatils, CP : chlorophénols, CW :
carbowax, DCP : dichlorophénol, DBT : dibenzothiophéne, DI : "direct immersion”, DVB : divinylbenzéne, GC-FPD : chromatographie en phase gazeuse-"flame
photometric detection”, GC-FTD : chromatographie en phase gazeuse-"flame thermionic detection", GC-ECD : chromatographie en phase gazeuse-détection a capture
électronique, GC-MS : chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse simple, GC-MS-MS : chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse en
tandem, GC-FID : chromatographie en phase gazeuse-détecteur a ionisation de flamme, GC-TOF-MS : chromatographie en phase gazeuse-"time of flight"- spectrométrie de
masse simple, GC-IT-MS : chromatographie en phase gazeuse-"ion trap"- spectrométrie de masse simple HAP : hydrocarbures aromatiques polycycliques, HAP-N :
hydrocarbures aromatiques polycycliques azoutés, HAP-OH : hydrocarbures aromatiques polycycliques hydroxylés, HS : "headspace”, LC-DAD : chromatographie en
phase liquide-"diod array detector”, LD : limites de détection, LQ : limites de quantification, LC-ECD : chromatographie en phase liquid-détection a capture électronique,
LC-FLD : chromatographie en phase liquid-détection par fluorescence, MA : "microwave-assisted”, MTBE : "Methy tert-butyl" ether, MTCS : méthyltriclosan, N :
naphtaléene, NP : nonylphénols, PA: polyacrylate, PBDE: polybromodiphényléthers, PBD : polybromodiphényls, PCB : polychlorobiphényls, PDMS:
polydiméthylsiloxane, Phe : phénanthréne, PE : phtalates éthers, POC : pesticides organochlorés, POP : pesticides organophosphorés, SCCP : "Short-chain chlorinated
paraffin”, SPME : "solid phase microextraction", Poly(VBHIM+NTf2-) : "poly(1-(4-vinylbenzyl)-3-hexadecyllimidazolium bis [(Trifluoromethyl)sulfonil]limide", TCS:
triclosan, T : toluéne, THM : trihalométhanes, TPR : "templated resin", TSD : "thermionoc specific detection", WAF : "water accommodated fraction".

Tableau 7
Applications alimentaires de la SPME.
Analytes Matrice Mode phase Systéme analytique LD Références
HAP Lait, produits laitiers SPME PDMS-DVB GC-MS 0,003-1,5 pg/L Aguinaga et al., 2007
0,008-
HAP Viande fumée SPME-DED PDMS GC-MS 0,138 ng/mL Martin et Ruiz, 2007
HAP Lait HS-SPME PDMS-DVB GC-MS 0,2-5 ng/L Aguinaga et al., 2008
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HAP
HAP
B[a]Pyr

HAP

BTEX

Composés soufrés
Fungicides, acaricide
Pesticides

Pesticides

Pesticides

Pesticides
POC

Furane
Pyrazine
Hexanal
Phénols

Phénols

Phytostérols
THM
2-DCB
Terpenes
POC

cov

cov

cov

cov

cov

Ccov
Ccov

Infusios (thés)
Huile végétale
Huile végétale

Fromage fumé
Urine, sang
Bieres

Vin

Concombre, fraise
Fruits, legumes
Laitue

Jus de fruits
Vin, jus de fruits

Jus de fruits, nourriture pour bébé
Sirop d'érable

Beurre

Urine

Filets d'hareng fumé

Jus de fruits

Boisson gazeuse

Steaks hachés de beeuf

Matiere grasse du lait

Tissus de poisson

Jus de fruits, nourriture pour bébé
Fruit de jacquier

Lait de soja

Muscles de poissons

Vin d'ananas

Vins
Miels

HS-SPME
SPME
SPME

HS-SPME
SPME
HS-SPME
SPME
HS-SPME
HS-SPME
SPME

SPME

SPME

HS-SPME
HS-SPME
HS-SPME
HS-SPME

SPME

SPME

HS-SPME
HS-SPME
HS-SPME
SPME

HS-SPME
HS-SPME
HS-SPME
HS-SPME
HS-SPME

HS-SPME
HS-SPME

PDMS-DVB
Carbopack Z-PDMS
Carbopack Z-PDMS

PA

CAR-PDMS
CAR-PDMS

PDMS

PDMS

PDMS

CW-TPR

CW-TPR, PDMS-DVB,
PA

PA

PEG-CNT
CAR-PDMS, CW-DVB
CAR-PDMS
DVB-CAR-PDMS

PA

PA

CAR-PDMS
PDMS
DVB-CAR-PDMS
PDMS

PDMS
DVB-CAR-PDMS
CAR-PDMS
PDMS-DVB
PDMS

CAR-PDMS
CAR-PDMS-DVB

LC-FLD
GCxGC-TOF-MS
GC-MS

GC-MS
GC-MS
GC-PFPD
GC-MS-MS
GC-ECD
GC-ECD
LC-DAD

LC-MS

GC-MS

GC-FID
GC-MS
GC-MS
GC-MS-MS

GC-MS

GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-ECD
GC-MS
GC-TOF-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS

GCxGC-TOF-MS
GC-MS

4,88-145 ng/L
0,1-1,4 pg/kg
0,17 pg/kg

5-10 ng/L
4,37-274,70 pg/L
0,01-1 pg/L
0,01-1 pg/L
0,8-2,14 mg/kg

0,005-0,05 pg/mL

2-33 ng/mL, 2-
99 ng/mL
0,001-

0,00025 ng/mL
1,02 ng/g
0,01-0,02 pg/L

0,22-0,46 pg/L
1,5 ppb
0,21-78,15 pg/L
0,1-0,7 ng/g
0,2-1,8 pg/L
1,4-6,1 ng/L
0,1-5 pg/L

Vifas et al., 2007
Purcaro et al., 2007a
Purcaro et al., 2007b
Guillén et Sopelana,
2005

Andreoli et al., 1999
Hill et Smith, 2000
Martins et al., 2012
Chai et Guan, 2010
Chai et Guan, 2009
Melo et al., 2012

Sagratini et al., 2007
Zambonin et al., 2004

Yazdi et al., 2012
Sabik et al., 2012
Panseri et al., 2011
Pizarro et al., 2010
Sérot et Lafficher,
2003

Balme et Glilacar,
2012

Santos et al., 2011
Soncin et al., 2012
Abilleira et al., 2010
Used et al., 2003
Aumatell et al., 2004
Ong et al., 2008
Achouri et al., 2006
Iglesias et al., 2010
Pino et Queris, 2010

Weldegegis et al.,
2011

Plutowska et al., 2011
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Cov Abricot

Cov Prunes

Ccov Plantes

Ccov Piment, poivre

SPME

HS-SPME
HS-SPME
HS-SPME

CAR-PDMS
PDMS-DVB
DVB-CAR-PDMS
DVB-CAR-PDMS

GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS

Gokbulut et Karabulut,
2012

Chai et al., 2012
Lasekan, 2012
Moreno et al., 2012

B[a]Pyr : benzo[a]pyrene,

BTEX : benzéne, toluene, éthylbenzéne et xylenes, CAR : carboxen, COV : composés organiques volatils, CW : carbowax, DVB:
divinylbenzene, 2-DCB : 2-dodécylcyclobutanone, DED : "direct extraction device", GC-ECD : chromatographie en phase gazeuse-détection a capture électronique, GC-
MS : chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse simple, GC-MS-MS : chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse en tandem, GC-FID :

chromatographie en phase gazeuse-détecteur a ionisation de flamme, GCxGC-TOF-MS : "two-dimensional gas chromatography"-"time of flight"-spectrométrie de masse
simple, GC-PFPD : chromatographie en phase gazeuse-détecteur a photométrie de flamme pulsée, HAP : hydrocarbures aromatiques polycycliques, HS : "headspace”, LC-
MS : chromatographie en phase liquid-détection par spectrométrie de masse, LC-DAD : chromatographie en phase liquide-"diod array detector", LC-FLD : chromatographie
en phase liquid-détection par fluorescence, LD : limites de détection, PA : polyacrylate, PEG-CNT : polyéthyléne glycol-carbone nanotube, PDMS : polydiméthylsiloxane,

POC : pesticides organochlorés, SPME : "solid phase microextraction", THM : trihalométhanes, TPR : "templated resin".

Tableau 8
Applications pharmaceutiques et biomédicales de la SPME.
Analytes Matrice Mode phase Systéme analytique LD Références
Waidyanatha et al.,
HAP Urine humaine HS-SPME PDMS GC-MS 0,0005-0,5 pg/L 2003
HAP Urine humaine HS-SPME PDMS GC-ID-MS 2,28-2,28 x 10 ! ng/L Campo et al., 2009
HAP-OH Urine humaine HS-SPME PA GC-MS 0,03-0,14 pg/L Gmeiner et al., 1998
Benzéne, toluéne,... Sang, urine humaine HS-SPME CAR-PDMS GC-FID 0,25-1,5 ng/0,5 mL Lee et al., 1999
Clenbutérol Urine humaine, sérum SPME PDMS-DVB LC-Uv 9 ng/L Avresta et al., 2008
Délorazépam Urine humaine SPME PDMS-DVB LC-Uv 1 ng/L Avresta et al., 2002
Citalopram, Fluoxetine Urine humaine SPME CW-TPR GC-DAD 0,01 mg/L Unceta et al., 2008
Ochratoxine A Urine humaine SPME PDMS-DVB LC-FLD 0,01 ng/L Vatinno et al., 2007
CAP Urine, eau SPME CW-TPR LC-UV 0,1-37 ng/mL Aresta et al., 2010
Lidocaine Plasma humain SPME PDMS, PDMS-DVB  GC-FID 5 ng/mL Koster et al., 2000
PCP Plasma humain HS-SPME PDMS GC-MS 0,02 ng/mL Zhou et al., 2007
Tramadol Plasma HS-SPME PDMS-DVB GC-MS 0,2 ng/L Sha et al., 2005
Fentanyl Plasma humain HS-SPME PDMS GC-MS 0,03 ng/L Bagheri et al., 2007
Cocaine et Cocaéthylénes  Plasma SPME PDMS GC-MS 11-19 ng/L Alvarez et al., 2007
Acide tranexanique Plasma SPME Cis LC-MS-MS 0,5 pg/L Bojko et al., 2011
Vitamine D3 Sérum humain SPME "methacrylate-based ~ GC-MS-MS 5 ng/mL (LQ) Xieetal., 2011

35



Chapitre | : Synthése bibliographique

monoliths"
De Martinis et al.,
Ethanol Fluides biologiques HS-SPME PA GC-MS 0,1-0,5 mg/dL 2004
Strychnine Sang SPME CW-DVB GC-MS 6,83 ng/L Barroso et al., 2005
Quinalphos Sang, unrine SPME CW-DVB GC-MS 2-10 ng/mL (urine-sang) Gallardo et al., 2006
Amphétamines Sang HS-SPME PDMS GC-MS - Nagasawa et al., 1996
Mastrogianni et al.,
Venlafaxine Sang HS-SPME PDMS GC-NPD 3-10 ng/mL 2012
Monoterpenes Sang HS-SPME PDMS GC-ECD 1,41-6,27 pg/L Malecky et al., 2012
HS, DI-
Drogues Salive SPME PDMS GC-MS 1-100 ng/L Fucci et al., 2003
Amphétamines Cheveux humains HS-SPME PDMS GC-NPD 0,1-0,4 ng/mg Koide et al., 1998
Sporkert et Pragst,
Nicotine, amphétamines,... Cheveux humains HS-SPME PDMS, CAR-DBV,... GC-MS 0,05-1 ng/mg 2000
Amphétamines Salive SPME PDMS GC-MS 0,5-2 mg/L Souza et al., 2011a
Amphétamines Urine SPME PDMS GC-MS 0,016-0,193 ng/mL Chia et Huang, 2005
Amphétamines Urine HS-SPME PDMS GC-FID 30-40 ng/mL Raikos et al., 2003
Méthadone, EDDP,... Cheveux humains SPME PDMS GC-MS 2,48-0,15 ng/mg Lucas et al., 2000

CAP : chloramphénicol, CW : carbowax, CAR : carboxen, Cig: octadécyl, DVB : divinylbenzéne, DI : "direct immersion”, EDDP : "2-ethylene-1,5-dimethyl-3,3-
diphenylpyrrolidine”, GC-ECD : chromatographie en phase gazeuse-détection a capture électronique,GC-MS : chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse
simple, GC-MS-MS : chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse en tandem, GC-FID : chromatographie en phase gazeuse-détecteur a ionisation de flamme,
GC-ID-MS : chromatographie en phase gazeuse-"isotope dilution"-spectrométrie de masse simple, GC-NPD : chromatographie en phase gazeuse-"nitrogenphosphorous
detection”, HAP : hydrocarbures aromatiques polycycliques, HAP-OH : hydrocarbures aromatiques polycycliques hydroxylés, HS: "headspace", LC-DAD:
chromatographie en phase liquide-"diod array detector”, LD : limites de détection, LQ : limites de quantification, LC-FLD : chromatographie en phase liquid-détection par
fluorescence, LC-MS-MS : chromatographie en phase liquide-spectrométrie de masse en tandem, LC-UV : chromatographie en phase liquide-détection par ultraviolet, PA :
polyacrylate, PCP : pentachlorophénol, PDMS : polydiméthylsiloxane, SPME : "solid phase microextraction”, TPR : "templated resin".
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2.2. "'Stir Bar Sorptive Extraction' (SBSE)

L’extraction sur phase solide de barreau d'agitation (“'stir bar sorptive extraction" :
SBSE) est une technique similaire a 1’approche SPME. Elle repose sur le partage des
analytes entre la matrice de [’échantillon et une phase polymérique spécifique
(polydiméthylsiloxane) supportée sur un barreau aimanté (on parle de "twister"). Introduite
dans les années 1999 par Baltussen (Baltussen et al., 1999), cette technique permet le

traitement de I’échantillon de toute nature (liquide, gazeux et solide).

2.2.1. Théorie et principe

La technique d'extraction SBSE est par nature une technique d'équilibre. Pour les
échantillons aqueux, le coefficient de partage entre la phase polydiméthylsiloxane (PDMS)
et I'eau, noté Kppmsw, €st proportionnel au coefficient de distribution octanol-eau, noté
Kow (David et al., 2003). Ce dernier est un indicateur de la lipophilie d’une molécule. 11
donne donc une indication directe de la capacité d’extraction d’un soluté par la technique

SBSE.

La technique SBSE est basee sur le partage des solutés entre les phases défini par log
Kow (David et al., 2003), selon la formule a I’équilibre (1) :

C m V m
Keomsw = Kow = —2% :( PDMS J( w j:ﬂ( PDMSJ (1)

CW rnW VPDMS rnW

Ou Cppus est la concentration des analytes dans le PDMS, Cy la concentration des
analytes dans 1’eau, mppyms €t My respectivement la masse des analytes dans le PDMS et
dans I’eau, Vyy est le volume d’eau et Vppms le volume de PDMS utilisé, et avec le rapport
de phase = Vw /Vppwms.

Le taux de récupération R donne une indication de I’efficacité de 1’extraction des
molécules organiques sur le barreau. Il est défini par le rapport de la quantité extraite de
soluté (mppwms) sur la quantité initiale de soluté présente dans I'eau (mo = my + Mpppms), et est
donc dépendant du coefficient de distribution Kppmsw €t du rapport de phase 3, comme

I’indique 1'équation (2) :
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K poms /w
R = Mppws _ p (2
Mo ., Keowsiw
B

Cette équation permet donc de calculer le taux de récupération théorique d'un soluté
connaissant le coefficient de partage et le rapport de phase. Celle-ci montre également que

I'efficacité de I'extraction augmente avec l'augmentation de Kppmsw-

2.2.2. Extraction et désorption thermique

La SBSE se decompose en deux grandes étapes : I’extraction et la désorption.
Extraction par SBSE

(i) Mode immersion

Le barreau aimanté est plongé directement dans la matrice liquide a analyser et est
agité pendant un temps pré-établi (Figure 10). Les molécules organiques dissoutes sont alors
absorbées sur le barreau. Aprés I’extraction, le barreau est récupéré, rincé avec de 1’eau
distillée afin d’¢liminer les sels, les sucres, les protéines ou d’autres composants de
I’échantillon. Le rincage est une étape importante quand les analytes sont désorbés
thermiquement, car il évite la formation de matic¢re non volatile qui peut encrasser 1’unité de

désorption (Prieto et al., 2010).

Solution aqueuse

a analyser
R 1 Introduction du Récupération du
~ ~ ™ barreau aimanté Agitation barreau pour analyse
> _ >

| \
Molécules organiques
dissoutes
Barmasu Fhate Emwlopps oe
MMATEH POMS VEITE

.~ |

Barreau aimanté

Figure 10. Principe d’extraction par SBSE (mode classique).
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(if) Mode ""headspace™

La SBSE peut étre utilisée pour I’extraction des composeés volatils a partir de la phase
gazeuse d’une matrice solide ou aqueuse, et dans ce cas la technique est connue sous le nom
de HSSE ("Headspace sorptive extraction™) (Bicchi et al., 2002; Thalhamer et al., 2011).
L’extraction par HSSE est effectuée en suspendant le barreau aimanté dans la phase gazeuse
du flacon. L’échantillon est habituellement agité afin de favoriser la présence des composés

volatils dans la phase gazeuse (Figure 11).

"Headspace"

Echantillon

Figure 11. Extraction par "headspace sorptive extraction" (mode HSSE).

(iii) Mode flux en continu

Le mode flux en continu (“continuous flow mode": CF-SBSE) a été récemment
développé afin de simuler au mieux la réalité de terrain d’un échantillonnage d’une masse
d’eau en mouvement (Mao et al., 2012). Contrairement aux deux modes d’extraction
présentés précédemment (SBSE et HSSE) qui sont réalisés sur des volumes d’eau fixes
(volumes d’eau prélevés), dans ce mode I’extraction est réalisée sur des volumes d’eau
renouvelés en continu. De ce fait, le rendement de cette extraction sera directement
dépendant de facteurs comme le débit d’eau entrant dans la cellule de mesure et la vitesse

d’agitation.

La figure 12 présente ces trois modes d’extraction SBSE réalisés a ’aide d’un

agitateur électrique portable.
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- Agitateur électrique

Régulateur de vitesse Voie de sortie de la phase apres analyse

X

PI=— T
. . Voie d’entrée de la phase a analyser
Tige entrainée par le ,
- moteur électrique -
l Connexion magnétique

Tige magnétique permettant
— I'agitation de la phase

Barreau aimanté
L (phase PDMS) -

- Echantillon & analyser

Barreau aimanté

a b C

Figure 12. Echantillonneur SBSE portable. (a) mode immersion direct (SBSE), (b) mode "headspace" (HSSE),
et (c) mode flux en continu (CF-SBSE) (d’aprés Mao et al., 2012).

Désorption et analyse

(i) Désorption thermique

La plupart des applications de la SBSE utilisent la désorption thermique suivie par une
analyse en GC-MS (Heurtas et al., 2007; Kolahgar et al., 2002; Leon et al., 2003, 2006;
Llorca-Pércel et al., 2006; Ochiai et al., 2005, 2006; Pérez-Carrera et al., 2007; Prieto et al.,
2007; Roy et al., 2005). La désorption thermique des composés est réalisée par une unité
TDU ("Thermal Desorption Unit") montée en série avec un injecteur a programmation de
température (CIS : "Cooled Injection System"). Pour ce faire, le barreau est placé dans un
tube étanche a I’air situé sur le passeur d’échantillon puis introduit dans le TDU maintenu a
la température de 50 °C, tandis que le CIS est refroidi (a température située dans la gamme -
150 et +40 °C) par de ’azote liquide. Le TDU est alors chauffé (a température située dans la
gamme 150 et 320 °C). Les molécules ainsi libérées sont condensées avant d’étre injectées

dans le couplage GC-MS.
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(ii) Désorption liquide

La désorption liquide peut étre utilisée (alternative de la désorption thermique) lorsque
les analytes d’intérét sont instables thermo-dynamiquement. Le barreau est placé dans un
petit flacon de 2 mL (ou flacon avec insert) et la désorption est effectuée avec des solvants
ou mélange de solvants compatibles (méthanol, acétonitrile) suivie par une analyse le plus
souvent en HPLC-FLD (Garcia-Falcon et al., 2004), HPLC-UV (Chaves et al., 2007) ou
LC-MS-MS (Klein et al., 2010; Nguyen et al., 2011). La desorption liquide peut présenter
certains avantages par rapport a la désorption thermique, notamment dans le cas de I’analyse
des phtalates. En effet, avec la désorption thermique, il peut y avoir des interférences entre
les pics de la phase PDMS et les phtalates (Serodio et Nogueira, 2006).

Apres la désorption liquide ou thermique, les barreaux peuvent étre réutilisés de 20 a
50 fois selon la matrice (David et Sandra, 2007).

2.2.3. Facteurs affectant I’extraction
Plusieurs parameétres sont susceptibles d’affecter I’extraction en SBSE ; les plus
importants sont le temps d’extraction, I’addition d’un sel inerte, I’addition d’un modificateur

organique, et la vitesse d’agitation.

Selon la littérature, le temps d’extraction est le parameétre le plus important qui affecte
I’extraction en SBSE. Généralement, ce parametre est étudié une fois que les autres
parametres ont été définis. Le temps d’extraction est étudié afin d’atteindre 1’équilibre qui
garantit un maximum de sensibilité et de précision. Cependant, afin de minimiser le temps
d’analyse, certains auteurs sacrifient la sensibilité et la précision et travaillent dans des
conditions hors équilibre (Garcia-Falcon et al., 2004; Guan et al., 2008; Quintana et al.,
2007).

Des sels inertes, tel que le chlorure de sodium (NaCl), peuvent étre ajoutés afin
d’améliorer la récupération des composés polaires : NaCl réduit la solubilité des composés
polaires et, donc, augmente le coefficient de partage entre la phase PDMS et I’échantillon
aqueux (Ochiai et al., 2006; Quintana et al., 2007). Pour les composés apolaires (log Ko >
3,5), I’addition d’un sel inerte n’améliore pas 1’efficacité de I’extraction et peut méme la
réduire (Chaves et I., 2007; David et Sandra, 2007; Heurtas et al., 2007; Rodil et Moeder,
2008; Sanchez-Avila et al., 2010; Yu et al., 2009).
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Le Méthanol (MeOH) est le modificateur organique le plus utilisé comme un additif
pendant I’extraction en SBSE, il minimise I’adsorption des analytes hydrophobes (log Kow >
5) sur les parois du flacon et évite ainsi la perte des analytes (Brossa et al., 2005; Kolahgar
et al., 2002; Leon et al., 2003; Prieto et al., 2007; Serédio et Nogueira, 2004). Toutefois,
I’ajoute de MeOH peut aussi augmenter la solubilité des analytes dans la phase aqueuse, et
par conséquence, minimiser 1’efficacité de 1’extraction (MacNamara et al., 2009; Serédio et

Nogueira, 2005;). Ainsi, la quantité de MeOH rajoutée doit étre soigneusement optimisée.

La vitesse d’agitation est un paramétre important, elle peut améliorer ’efficacité de
I’extraction pour un temps défini. Toutefois, I’augmentation de la vitesse d’agitation peut
engendrer une usure précoce du barreau du fait des frottements sur le fond du flacon (Liu et
al., 2005; Yu et Hu, 2009). Plusieurs auteurs (Quintana et al., 2007; Yu et al., 2009; Yu et
Hu, 2009) ont trouvé que la vitesse d’agitation augmente les rendements d’extraction pour
des valeurs situées dans la gamme 500-800 tr/min mais que des valeurs plus élevées ont peu

ou aucun effet.

D’autres paramétres peuvent influencer 1’extraction en SBSE comme le volume de

I’échantillon, le volume de la phase PDMS, la température et le pH (Prieto et al., 2010).

2.2.4. Facteurs affectant la désorption thermique

Concernant la désorption thermique, les variables les plus fréquemment étudiées sont
le temps de désorption, la température de désorption et la température de condensation
("Cryofocus™) puis viennent des variables comme la pression et le flux de désorption (Leon
et al., 2003; Pérez-Carrera et al., 2007; Prieto et al., 2007; Sanchez-Avila et al., 2010).

La température de désorption est normalement évaluée dans la gamme 150-300 °C, et
un effet positif est généralement observé lorsque la température augmente (MacNamara et
al., 2009; Prieto et al., 2007). La température de "Cryofocus" est aussi une autre variable
importante pendant la désorption puisqu’elle garantit la condensation des analytes avant leur
injection dans la colonne chromatographique. Une large gamme de températures de
"Cryofocus"” (-120, +60 °C) a été évaluée par différents auteurs et les conditions sont

résumées dans le tableau 9.
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Tableau 9
TDU parameétres et analytes étudiés dans certains travaux.

TDU parameétre
Température Température Temps de

Analytes Matrice Références
v de'"Cryofocus" de désorption désorption Flux (mL/
(°C) (°C) (min) min)

HAP, POC, POP  Eau douce 20 280 6 75 5882 AL,
Roy et al.,

HAP Eau de mer - 280 1 50 2005

PCB Eau douce 20 280 10 100 ;882 etial

HAP, POC, PCB, Pérez-Carrera

POP Eau de mer 20 280 7 75 etal., 2007

HAP, NP, PCB,... Eau de mer .50 300 10 23 Zg‘;" ael

HAP,POC, AP Eau de mer 30 280 7 ; 2“55’?‘3‘5 HEL,
Sanchez-

AR FOC, FEE, Eau de mer 8 280 7 50 Avila et al.,

PBDE, NP 2010

AP : alkyphénols, HAP : hydrocarbures aromatiques polycycliques, NP : nonylphénols, PBDE : polybromo-
diphényléthers, PCB : polychlorobiphényls, POC : pesticides organochlorés, POP : pesticides organophos-
phorés.

2.2.5. Applications de la SBSE

La SBSE trouve des applications trés nombreuses dans des domaines aussi variés que
I’environnement (Tableau 10), 1’alimentaire (Tableau 11), la pharmacie ou le biomédical
(Tableau 12). Cette technique a d’abord été appliquée dans le domaine environnemental.
Dans le tableau 10, les analytes, la matrice, le volume de 1’échantillon, les dimensions du
barreau, le temps d’extraction, le systéme analytique ainsi que les limites de détection sont
présentés. Plusieurs travaux démontrent 1’intérét de la technique SBSE pour I’analyse des
hydrocarbures dans 1’eau, notamment ceux de Kolahgar et al. (2002) qui I’utilisent couplée
a la GC-MS pour la détermination des HAP dans I’eau ou ceux de Garcia-Falcon et al.
(2004) qui la couplent a la LC-FLD pour identifier et quantifier des HAP dans 1’eau. Les
parametres les plus susceptibles d’affecter le processus SBSE tels que le temps d’extraction,
I’addition d’un modificateur organique, I’addition d’un sel inerte, le temps et la température
de désorption ont été optimisés. Ces derniers étant fixés, la validation de la SBSE-LC-FLD
a porté sur des critéeres de qualité comme la linéarité et les limites de détection. Une
méthodologie par SBSE-LC-GC-MS-MS a également été développée pour la détermination
des HAP dans les eaux usées (Barco-Bonilla et al., 2011). Itoh et al. (2005) décrivent un
protocole pour la détermination des HAP hydroxylés dans 1’eau par SBSE avec une
dérivation in situ suivie par une analyse en TD-GC-MS. La détermination simultanée des

pesticides, HAP et PCB dans 1’eau de mer a été réalisée par Pérez-Carrera et al. (2007).
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L’application environnementale de la SBSE ne couvre pas uniquement la phase aqueuse,
elle est également utilisée pour les sédiments (Serédio et al., 2007) et les sols (De La Torre-
Roche et al., 2009). Pour ces matrices, les analytes d’intérét sont d’abord extraits a 1’aide
d’un solvant miscible a I’ecau selon un protocole d’extraction liquide-solide standard, puis

apres dilution a I’eau de I’extrait, 1’extraction SBSE est réalisée.

Les applications de la SBSE dans le domaine alimentaire peuvent étre classées en trois
catégories : (i) I’analyse des constituants mineurs (volatils, additifs) ; (ii) la détermination
des composés responsables des mauvaises odeurs (aldéhydes) ; et (iii) I’analyse a 1’état de
trace des contaminants (HAP, pesticides). Le tableau 11 présente des méthodes SBSE
appliquées dans ce secteur. De nombreux auteurs ont utilisé la SBSE pour 1’analyse des
composés volatils dans la matiére végétale (Bicchi et al., 2005; Kreck et al., 2002; Salinas et
al., 2004; Scascighini et al., 2005) et dans les fruits (Sewenig et al., 2005). Les deux modes,
immersion (SBSE) et "headspace" (HSSE), ont été utilisées. Ochiai et al. (2003) ont
appliqué la SBSE pour la détermination des aldéhydes dans la biere. Enfin, des
contaminants a I’état de trace tels que les pesticides et les HAP ont été analysés dans les

matrices alimentaires (Li et al., 2012b; Maggi et al., 2008; Zuin et al., 2005).

L’utilisation de la SBSE pour I’analyse des composés organiques dans les échantillons
biologiques (urine, plasma, salive,...) est devenue usuelle. Le tableau 12 présente
différentes méthodologies SBSE appliquées dans le secteur pharmaceutique ou biomédical.
A titre d’exemple, la SBSE est utilisée aprés dérivation in situ pour la détermination et la
quantification des HAP hydroxylés dans I’urine (Desmet et al., 2003). Ces composés
hydroxylés sont utilisés comme indicateurs de 1’exposition des organismes aux HAP
(Beyera et al., 2010; Budzinski et al., 2004). Huang et al. (2008) ont détecté 6 hormones
sexuelles stéroidiennes dans I’urine par SBSE couplée a la chromatographie en phase
liquide-"diode array detector” (LC-DAD). Une nouvelle phase ("poly-methacrylic acid
stearyl ester-ethylene dimethacrylate") a été synthétisée et utilisée pour I’extraction. Cette
nouvelle phase extrait simultanément les composés polaires et apolaires avec des limites de

détection de I’ordre ou inférieures a 1,3 ng/mL.
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Tableau 10
Applications environnementales de la SBSE.
Volume de Dimension Temps Systéme
Analytes Matrice Addition I'échantillon mp Désorption y vii LD (ng/L) Références
(mL) (mmxmm)  (min) analytique
COV, COSV Eau - 10-200 io AU o o DT  GC-MS 1 ?gégjsse“ etal.,
HAP Eau - 10 10x1 60 DL  LC-FLD 0,2-2 Popp et al., 2001
Hyamine, Kolahgar et al.,
HAP Eau MoOH 10 10x05 210 DT  GC-MS 0.2-2 5002
HAP Eau 10 10x0,5 60 DL LC-FLD 0,3-2 Popp et al., 2003
HAP, PCB, .. Eau MeOH 30 20X 0,5 60 DL LVI-GC-MS - gg[&d'o BN,
HAP Eau - 40 10x05 40 DL  LC-FLD 05-7 Sggj'a'Fa'CO” el
HAP Eau de mer - 200 20X 0,5 60 DT  GC-MS 0,14-1200  Roy et al., 2005
HAP, pesticides Eau NaCl 100 20x0,5 14 h DT GC-MS 0,1-10,7 Leon et al., 2006
HAP Sols MeOH 10g 10x0,5 4h DT  GC-MS . 2 L IR
et al., 2009
HAP Eau de pluie - 10 10x1 140 DL  LC-FLD 0,2-1,5 ST DEEEE
et al., 2007
HAP, PASH Eau - 50 F[’)[\)/'\é's‘ BCD- g DT  GC-FID 0,19-20 YU et Hu, 2009
HAP, PCB, PE, NP  Eau eaude mer NaCl, MeOH 20 10x05 12h DT  GC-MS 0,05-3,3 Prieto et al., 2007
HAP, Pesticides,...  Eau NaCl, MeOH 10 10x05 30 DL LVI-GC-MS  5-60 Brossa et al., 2005
Pesticides, HAP, PCB  Eau de mer ; 100 20X 0,5 14 h DT  GC-MS 0,1-7,5 gggiz'ca”era etal.,
n-Alcanes, BTEX, Fluides
HAP.... hydrothermaux - 10 10x 0,5 2h DT GC-MS - Konnetal., 2012
HAP Eaux ; 50mL-10L 20x1 30-50 DL  LC-FLD 0,03-3,75 Mao et al., 2012
HAP Eaux usées MeOH 50 10x0,5 4n DL GC-MS-MS  <0.1pg/L ?gﬁo'BO”'"a Bt
Pesticides, HAP Eau NaCl 100 20X 0,5 14 h DT  GC-MS 5-50 Elongébgom'”go el
HAP Eau de riviére MeOH 100 - 180 DL LC-FLD 0,6-6 pg/mL Ishii et al., 2006
NP, HAP, PCB, ... Eau de mer MeOH 100 20X 0,5 24 h DT  GC-MS 0,01-37,5 gggghez'A""a etal,
EDC Eau MeOH 10 10x1 60 DL  LVI-GC-MS  001-024  Pealver et al., 2003
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24 substances
prioritaires
(WFD2000/60/EC)
HAP-OH

PCB

Phénols, CP

AP, BPA

PBDE
PBDE

Triazines
PE

POC

Eau de mer

Eau
Eau
Eau

Eau de riviere

Eau
Sédiments

Eau
Eau potable

Eau de riviere

NaCl

MeOH
NaCl

MeOH
MeOH
NaCl

CH; COCH;

100

10

10
10

100

59
20

30

50

20x0,5

10x0,5
10x0,5
10x0,5

10x 0,5

20x0,5
20x0,5
10x 0,5

20x 0,5

20x 0,5

12 h

6h
2h
45

60

25h
240
60

60

3h

DT

DT
DT
DT

DT

DT
DL
DT

DL

DT

GC-MS

GC-MS
GC-MS
GC-MS

GC-MS

GC-MS
LVI-GC-MS
GC-MS

LVI-GC-MS

GCxGC-
HRTOF-MS

0,1-7,3

0,27-25
0,05-0,15
0,1-0,4 ug/L

0,1-3

0,3-9,6
0,3-203,4
0,2-3,4

3-40

10-44 pg/L

Heurtas et al., 2007

Itoh et al., 2005
Popp et al., 2005
Montero et al., 2005
Nakamura et
Daishima, 2004
Llorca-Pdrcel et al.,
2006

Serddio et al., 2007
Sanchez-Ortega et
al., 2009

Serddio et Nogueira,
2006

Ochiai et al., 2011

AP : alkylphénols, BPA : biphénols-A, CP : chlorophénols, COV : composés organiques volatils, COSV : composés organique semivolatils, DL : désorption liquide, DT :
désorption thermique, EDC : "endocrine disrupting chemicals", GC-MS : chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse simple, GC-MS-MS : chromatographie
en phase gazeuse-spectrométrie de mass en tandem, GC-FID : chromatographie en phase gazeuse-détecteur a ionisation de flamme, HAP : hydrocarbures aromatiques
polycycliques, HAP-OH : hydrocarbures aromatiques polycycliques hydroxylés, GCxGC-HRTOF-MS : "two-dimensional gas chromatography"-"high-resolution time of
flight"-spectrométrie de masse simple, LC-FLD : chromatographie en phase liquide-détection par fluorescence, LD : limites de détection, LVI-GC-MS : "large volume
injection"-chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse simple, NP : nonylphénols, PASH : "polycyclic aromatic sulfur heterocycles", PBDE :
polybromodiphényléthers, PCB : polychlorobiphényls, PE : phthalate éthers, POC : pesticides organochlores.

Tableau 11
Applications alimentaires de la SBSE.

TISL Dimension ~ Temps Systéme
Analytes Matrice Addition I'échantillon mp Désorption ystem LD (ng/L) Références

(mL) (mmx mm) (min) analytique
HAP Tisane = 10 10x0,5 120 DL LC-FLD 0,1-8,9 Zuin et al., 2005
HAP, POC, POP .
et triazines Safran MeOH, Na,SO, 0,1g 20x 0,5 840 DT GC-MS-MS  0,04-1,2 ng/g Maggi et al., 2008
Ardmes Vin - 25 10x 0,5 90 DT GC-MS - Zalacain et al., 2007
Fungicides Raisins NaCl 5¢ 10x1 120 DL  LC-MS 10 ng/g (LQ) TETHERTE S El,

2004
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Pesticides

Pesticides
Pesticides

Pesticides

Pesticides

Pesticides

POC

TCA, TeCA, PCA
, phénols

Terpénoides

Terpénoides
Biphénols

Alkylphénols,
phtalates
Ccov

Ccov

cov

Légumes, fruits,
thé vert

Miel

Vinaigre
Feuilles de tabac
et de thé

Orange

Fruit, légumes,
nourriture pour
bébé

Matrices
végétales

Vin

Biere
Carotte
Boissons,

Concerves
végétales

Végétaux

Cidre
Raisins
Vinaigre

Eau

MeOH

NaCl

Eau

MeOH, NaCl

NaCl
NaCl

NaCl

25¢

2549
40

159
5¢
15¢
30
10

30
02g

10

29
10

200 g
25

10x 0,5

10x1
20x 0,5

10x0,5

20x 0,5

10x 0,5

20x0,5

10x 0,5

10x0,5

10x 0,5
10x 0,5
10x0,5

60

120
150

60

120

60

180

60

120
30

4h

180

60
360
130

DT

DL
DT

DT

DL

DT

DL

DT

DT
DT

DT

DT

DT
DT
DT

GC-MS

LC-MS
GC-MS

GC-MS

LC-MS

GC-MS

LVI-GC-MS

GC-MS

GC-MS
GC-MS

GC-MS

GC-MS

GC-MS
GC-MS
GC-MS

0,01-0,1 mg/kg
0,13-0,81 pg/L

3,3-11,4 ng

0,001-0,05 ng/g
(LQ)

<10 pg/g

(rouge) 7,56-61,56
(blanc) 5,82-
30,50 pg/L

0,013-0,278 ug/g

4,7-12,5 ng/L

12,7-105,8 pg/g
0,01-6,37 pg/L

0,03-8,60 pg/L

Ochiai et al., 2005

Blasco et al., 2004
Guerrero et al., 2007

Hou et al., 2007

Blasco et al., 2002

Sandra et al., 2003

Barriada-Pereira et
al., 2010

Zalacain et al., 2004

Kishimoto et al.,
2005
Hampel et al., 2005

Cacho et al., 2012a

Cacho et al., 2012b

Fanetal., 2011
Salinas et al., 2004
Guerrero et al., 2006

COV : composés organiques volatils, DL : désorption liquide, DT : désorption thermique, GC-MS : chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse simple, GC-
MS-MS : chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse en tandem, HAP : hydrocarbures aromatiques polycycliques, LC-MS : chromatographie en phase
liquide-spectrométrie de masse simple, LC-FLD : chromatographie en phase liquide-détection par fluorescence, LD : limites de détection, LQ : limites de quantification,
LVI-GC-MS : "large volume injection"-chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse simple, PCA : pentachloroanisole, POC : pesticides organochlorés,

POP : pesticides organophosphorés, TCA : trichloroanisole, TeCA : tétrachloroanisole.
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Tableau 12
Applications pharmaceutiques et biomédicales de la SBSE.
VIElTne el Dimension Temps Systeme
Analytes Matrice Addition I'échantillon np Désorption yl . LD (ng/L) Références
(mL) (mm x mm) (min) analytique
Diclofénac dine H30* CI 5 20X 0,5 120 DL  LC-UV  12ng/mL Kole et al., 2011
Pédiatrique
. 15-40 pg/L
Antidépresseurs Plasma Tampon borate 1 10x0,5 45 DL LC-UVv (LQ) Chaves et al., 2007
PCB spermatozoides H20:MeOH 1 10x0,5 45 DT GC-MS 0,1 ng/L Benijts et al., 2001
Benzophénones Urine Pallietimn s, 1 10x0,5 60 DT  GC-MS  005-01ng/mL awaguchietal,
sulfatase, water 2008a

Pzl e o AL i 5  10x1 60 DT GCMS - Wahl et al., 2002a
métabolites biologiques

Barbiturates Urine - 5 20x1 30 DT GC-MS - Wahl et al., 2002b
Fluoxétine Urine humaine  Tampon borate 1 10x0,5 30 DL LC-MS 3 ug/L Fernandes et al., 2006
Ccov Urine - 1 10x0,5 60 DT GC-MS Soini et al., 2005
Hormones sexuelles Eau, urine NaCl 30 20x1 20u4h DL  LC-DAD  03-1pg/L ?Ag“gd'a S NoplEe,
1-Hydroxypyrene Urine - 10 10x0,5 60 DT GC-MS 2 ng/L Desmet et al., 2003
Triclosan Urine Bl s, 1 10x0,5 60 DT  GC-MS  0,05ng/L NG Gl

sulfatase, water 2008b

VESIOEEOIE, Urine humaine  NaCl 15 - 60 DT  GC-MS  09-28ug/L  Stopforth et al., 2007
epitestostérone

NPG, OPG Urine humaine \‘f;gt'e”f“m”'dase* 1 10x05 90 DT GC-MS  001-011pg/L  Kawaguchi et al., 2007
Rifampicine Urine Tampon acetate 200 UL 10 0,5 40 DL LC-UV 0,09 ug/L Balbo et al., 2010

de sodium

COV : composés organiques volatils, DL : désorption liquide, DT : désorption thermique, GC-MS : chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse simple, LC-
DAD : chromatographie en phase liquide-"diod array detector”, LC-UV : chromatographie en phase liquide-détecteur ultraviolet, LD : limite de détection, LQ : limite de
quantification, NPG : "nonylphenol glucuronide”, OPG : "octylphenol glucuronide"”, PCB : polychlorobiphényls.
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3. OBJECTIFS DE THESE

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des composes organiques
sous haute surveillance du fait de leur grande toxicité et du caractere cancérigene de certains
d’entre eux. Ces propriétés sont également observées chez leurs homologues soufrés
(HAPS) (Andersson et Schmid, 1995; Jacob, 1990; Kropp et Fedorak, 1998; Mdssner et
Wise, 1999; MacFall et al., 1984; Sinsheimer et al., 1992).

Dans les pétroles bruts, ces molécules non ramifiées, appelées "HAP et HAPS
parents”, sont moins abondantes que leurs homologues substitués qui sont soupgonnés
d’avoir un impact environnemental similaire (Wang et Fingas, 1999). De ce fait, les suivis
environnementaux mis en place suite a un déversement accidentel en mer doivent prendre
en compte I’ensemble de ces molécules, composés parents et substitués, d’autant plus que
les molécules substituées semblent étre plus réfractaires aux processus de biodégradation
que les hydrocarbures parents (Budzinski et al., 1998).

La présence de ces molécules organiques dans la phase aqueuse représente un
probléme environnemental sérieux mais leur quantification aux faibles teneurs s’avére
difficile. En effet, leur analyse nécessite des étapes de préparation, d'extraction, de
purification et de reconcentration qui, en plus d’étre fastidieuses par les techniques
conventionnelles telles que 1’extraction liquide-liquide et 1’extraction sur phase solide
(temps de manipulation longs, grands volumes d'échantillons ou de solvant), ne permettent

pas d’atteindre des seuils de détection tres bas.

Les travaux conduits dans le cadre de cette recherche ont porté sur le développement
de protocoles analytiques permettant d’abaisser les seuils de détection et de quantification
des HAP, HAPS et de leurs dérivés alkylés dans la matrice eau de mer ainsi que dans les
produits pétroliers. La mise en place de méthodologies analytiques performantes et
éprouvées devait également tenir compte de criteres opérationnels comme leur facilité de

mise en ceuvre et la possibilité de les utiliser en routine.

Dans un premier temps, les travaux ont porté sur le développement et la validation
d’un outil analytique par SBSE-TD-GC-MS pour I’extraction et I’analyse des HAPS dissous
en phase aqueuse au laboratoire (WAF et WSF) et dans le milieu naturel. Par la suite, la

méthodologie a été¢ appliquée a I’ensemble des HAP, HAPS et de leurs dérivés alkylés.
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L’objectif étant de pouvoir caractériser une contamination de la matrice aqueuse par ces

molécules reconnus comme étant particulieérement toxiques.

Dans un second temps, les travaux ont porté sur la mise au point d’une méthodologie
d’analyse en GC-MS-MS permettant de caractériser ’ensemble des HAP, HAPS et de leurs
dérivés alkylés dans le fioul de I’Erika. L’objectif étant de qualifier le fioul de 1’Erika
comme fioul de référence pour I’analyse de 1’ensemble des familles d’alkylés étudiés dans

ce travail de recherche.

Dans un troisieme temps, les travaux se sont axés sur la validation d’une
méthodologie analytique par SPME-GC-MS et SPME-GC-MS-MS. L’objectif était la mise
au point d’une technique rapide, performante, a faible colit mais également trés adaptée pour
la réalisation des suivis environnementaux a haute fréquence. Ces travaux visaient

également a améliorer les méthodes de quantification des familles d’alkylés en simple MS.
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Chapitre 11 : Matériels et méthodes

1. PREPARATION DES ANALYTES ET DES ECHANTILLONS

1.1. Solution de calibration pour la technique SBSE

Les solutions sont préparées a partir d’une solution étalon fournie par Ultra Scientific
(North Kingstown, USA) contenant, en solution dans le méthanol, 19 hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP) et 2 hétérocycles soufrés (HAPS). Les autres solutions
étalons des aromatiques soufrés (6 parents et 8 alkylés) dans le méthanol ont été obtenues
aupres du Professeur Jan T. Andersson ("Institute of Inorganic and Analytical Chemistry",
Minster, Allemagne). Un mélange de solutions étalons contenant tous les analytes a été

préparé dans le méthanol.

Afin de quantifier les composés aromatiques dissous dans 1’eau de mer, la technique
de I’étalonnage interne a été appliquée en utilisant au minimum un étalon par famille de
composés a analyser. Des HAP deutérés sont ainsi ajoutés a 1’échantillon avant analyse :
naphtaléne-ds, biphényle-d;o, phénanthréne-d;o, chrysene-di, et benzo[a]pyréne-d;,
(Tableau 13). Le mélange de composés aromatiques ainsi que les étalons internes sont
ajoutés en solution dans du méthanol afin d’augmenter la solubilité de ces composés et
d’éviter leur adsorption sur les parois du flacon en verre, tout en préservant une affinité
préférentielle pour la phase de PDMS (teneur finale en méthanol ultra pur de I’ordre de
10%).

Tableau 13
Liste des analytes dosés en SBSE-TD-GC-MS ainsi que des étalons internes utilisés pour les quantifier.
Numéro  Analytes (Abréviation) Etalon interne
1 Naphtaléne (N) Naphtaléne-dg
2 Benzo[b]thiophéne (B[b]T) Naphtaléne-dg
3 2-Méthylbenzothiophéne (2-MBT) Naphtaléne-dg
4 5-Méthylbenzothiophéne (5-MBT) Naphtaléne-dg
5 3-Phénylthiophéne (3-PhényIT) Naphtaléne-dg
6 Biphényle (B) Biphényle-di,
7 Acénaphtyléne (Acy) Biphényle-di,
8 Acénaphténe (Ace) Biphényle-d;,
9 Fluoréne (F) Biphényle-di,
10 Dibenzo[b,d]thiophéne (DB[b,d]T) Phénanthrene-dyo
11 Naphto[2,3-b]thiophéne (N[2,3-b]T) Phénanthrene-dyo
12 4-Méthyldibenzothiophéne (4-MDBT) Phénanthréne-dyo
13 2-Méthyldibenzothiophéne (2-MDBT) Phénanthrene-dyo
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14 4,6-Diméthyldibenzothiophéne (4,6-DMDBT) Phénanthréne-d,,
15 2,7-Diméthyldibenzothiophéne (2,7-DMDBT) Phénanthrene-d;,
16 4,6-Diéthyldibenzothiophéne (4,6-DEDBT) Phénanthrene-d;,
17 2,4,6,8-Tétraméthyldibenzothiophéne (2,4,6,8-TMDBT) Phénanthréne-d,,
18 Phénanthrene (Phe) Phénanthrene-d;,
19 Anthracéne (Ant) Phénanthréne-d;q
20 Fluoranthene (Fluo) Phénanthréne-d;q
21 Pyrene (Pyr) Phénanthrene-d;,
22 Benzo[a]anthracéne (B[a]Ant) Chryséne-d;,

23 Chryséne (Chry) Chryséne-dj,

24 Benzo[b]naphto[2,1-d]thiophéne (B[b]N[2,1-d]T) Chryséne-d;,

25 Benzo[b]naphto[1,2-d]thiophéne (B[b]N[1,2-d]T) Chryséne-d;,

26 2-(2-Naphthyl)benzothiopheéne (2-(2-Naphthyl)BT) Chryséne-d;,

27 Benzo[b]fluoranthéne (B[b]Fluo) Benzo[a]pyréene-d;,
28 Benzol[k]fluoranthéne (B[k]Fluo) Benzo[a]pyréene-d;,
29 Benzo[e]pyrene (B[e]Pyr) Benzo[a]pyrene-d;,
30 Benzo[a]pyréne (B[a]Pyr) Benzo[a]pyréene-d;,
31 Péryléne (P) Benzo[a]pyrene-d;,
32 Benzo[b]phénanthro[9,10-d]thiophene (B[b]ph[9,10-d]T)  Benzo[a]pyrene-d;,
33 Indéno[1,2,3-cd]pyréne (I[1,2,3-cd]Pyr) Benzo[a]pyréene-d;,
34 Benzo[ghi]pérylene (B[ghi]P) Benzo[a]pyréene-d;,
35 Dibenzo[a,h]anthracéne (DB[a,h]Ant) Benzo[a]pyréene-d;,

1.2. Solution de calibration pour la technique SPME

Les solutions de calibration contiennent 19 HAP parents, 18 HAP ramifiés, 8 HAPS
parents et 8 HAPS ramifiés. Les HAP parents ainsi que les étalons internes ont été obtenus
auprés de Cambridge Isotope Laboratory (Andover, USA). Une solution contenant les 18
HAP ramifiés (SRM 1491a) a des concentrations comprises entre 1 et 2 ug/mL dans le
toluéne a été achetée a I’institut NIST ("National Institute of standards and Technology",
Gaithersburg, MD, USA). Les solutions étalons de HAPS et de leurs dérivés alkylés ont été
fournies par le Professeur Jan T. Andersson (“Institute of Inorganic and Analytical
Chemistry"”, Miunster, Allemagne) a une concentration de 100 pg/mL. Un mélange
contenant toutes ces solutions étalons a été préparé dans le méthanol pour les calibrations.

Les noms des composés et leurs abréviations sont presentés dans le Tableau 14.

Une solution de 19 étalons internes deutérés a été préparée dans 1’éthanol afin d’étre
ajoutée a chaque solution de calibration et lors des analyses quantitatives effectuées sur la
fraction soluble (WAF) du pétrole Erika.
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Tableau 14

Liste des analytes dosés en SPME-GC-MS et MS-MS ainsi que des étalons internes utilisés pour les quantifier.

Numéro  Analytes (Abréviation) Etalon interne
1 Naphtaléne (N) Naphtaléne-dg
2 2-Méthylnaphtaléne (2-MN) Naphtaléne-dg
3 1-Méthylnaphtaléne (1-MN) Naphtaléne-dg
4 Benzo[b]thiophéne (B[b]T) Naphtaléne-dg
5 2-Méthylbenzothiophéne (2-MBT) Naphtaléne-dg
6 5-Méthylbenzothiophéne (5-MBT) Naphtaléne-dg
7 3-Phénylthiophéne (3-PhényIT) Naphtaléne-dg
8 2,6-Diméthylnaphtaléne (2,6-DMN) Naphtaléne-dg
9 1,6-Diméthylnaphtaléne (1,6-DMN) Naphtaléne-dg
10 1,2-Diméthylnaphtaléne (1,2-DMN) Naphtaléne-dg
11 Acénaphtyléne (Acy) Acénaphtyléne-dg
12 Acénaphténe (Ace) Acénaphténe-d;
13 Fluorene (F) Fluoréne-dyq
14 Dibenzo[b,d]thiophéne (DBI[b,d]T) Dibenzothiophéne-dg
15 Naphto[2,3-b]thiophéne (N[2,3-b]T) Dibenzothiophéne-dg
16 4-Meéthyldibenzothiophéne (4-MDBT) Dibenzothiophéne-dg
17 2-Méthyldibenzothiophéne (2-MDBT) Dibenzothiophéne-dg
18 4,6-Diméthyldibenzothiophéne (4,6-DMDBT) Dibenzothiophéne-dg
19 2,7-Diméthyldibenzothiophéne (2,7-DMDBT) Dibenzothiophéne-dg
20 4,6-Diéthyldibenzothiophéne (4,6-DEDBT) Dibenzothiophéne-dg
21 2,4,6,8-Tétraméthyldibenzothiophéne (2,4,6,8-TMDBT) Dibenzothiophéne-dg
22 Phénanthrene (Phe) Phénanthréne-d;q
23 3-Méthylphénanthréne (3-MPhe) Phénanthréene-d,,
24 2-Méthylphénanthréne (2-MPhe) Phénanthréene-d,,
25 9-Méthylphénanthréne (9-MPhe) Phénanthrene-dyo
26 1-Meéthylphénanthréne (1-MPhe) Phénanthréne-dyo
27 1,7-Diméthylphénanthréne (1,7-DMPhe) Phénanthréne-dyo
28 Réténe (R) Phénanthrene-d;q
29 Anthracene (Ant) Anthracene-d,
30 2-Méthylanthracene (2-MAnNt) Anthracene-d,,
31 Fluoranthene (Fluo) Fluoranthene-d,,
32-33 1/3-Méthylfluoranthéne (1/3-MFluo) Fluoranthene-d,,
34 Pyréne (Pyr) Fluoranthéne-d;,
35 4-Méthylpyréne (4-MPyr) Fluoranthéne-d;,
36 1-Méthylpyréne (1-MPyr) Fluoranthéne-d;,
37 Benzo[a]anthracene (B[a]Ant) Benzo[a]anthracéne-d;,
38 Chrysene (Chry) Chryséne-d;,
39 3-Méthylchrysene (3-MChry) Chryséne-d;,
40 6-Méthylchrysene (6-MChry) Chryséne-d;,
41 Benzo[b]naphto[2,1-d]thiophéne (B[b]N[2,1-d]T) Chrysene-d;;,
42 Benzo[b]naphto[1,2-d]thiophene (B[b]N[1,2-d]T) Chryséne-d;,
43 2-(2-Naphthyl)benzothiophéne (2-(2-Naphthyl)BT) Chrysene-dj,
44 Benzo[b]fluoranthéne (B[b]Fluo) Benzo[b]fluoranthéne-d,,
45 Benzo[K]fluoranthéne (B[k]Fluo) Benzo[k]fluoranthéne-d;,
46 Benzo[e]pyrene (B[e]Pyr) Benzo[e]pyréne-d;,
47 Benzo[a]pyréne (B[a]Pyr) Benzo[a]pyréene-d;;
48 Pérylene (P) Péryléne-d;,
49 Benzo[b]phénanthro[9,10-d]thiophéne (B[b]ph[9,10-d]T)  Péryléne-d;,
50 Indéno[1,2,3-cd]pyréne (1[1,2,3-cd]Pyr) Indéno[1,2,3-cd]pyréne-ds,
51 Benzo[ghi]pérylene (B[ghi]P) Benzo[ghi]péryléne-d;,
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52 Dibenzo[a,h]anthracéne (DB[a,h]Ant) Dibenzo[a,h]anthracéne-d,,

1.3. Solution de calibration pour ’analyse en GC-MS-MS

Les solutions de calibration contiennent 19 HAP parents, 18 HAP ramifiés, 8 HAPS
parents et 8 HAPS ramifiés. La solution de HAP parents provient de LGC Standards qui
fournit des solutions de référence certifiées (Molsheim, France) : la CUS 9306 contient 19
HAP et 2 HAPS a une concentration de 100 pg/mL dans le méthanol. Une solution
contenant les 18 HAP ramifiés (SRM 1491a) a des concentrations comprises entre 1 et
2 ug/mL dans le toluéne a été achetée a ’institut NIST ("National Institute of standards and
Technology", Gaithersburg, MD, USA). Les autres solutions étalons des HAPS (6 parents et
8 alkylés) ont été fournies par le Professeur Jan Andersson (“Institute of Inorganic and
Analytical Chemistry”, Munster, Allemagne) a une concentration de 100 pg/mL. Un
mélange contenant toutes ces solutions étalons a été préparé dans le dichlorométhane pour

les calibrations.

Une solution de 5 étalons internes deutérés (Cambridge Isotope Laboratory, Andover,
USA) a été préparée dans 1’acétonitrile afin d’étre ajoutée a chaque solution de calibration et
lors des analyses quantitatives effectuées sur le pétrole de référence. Elle contient le
naphtaléne-dg, le biphényle-d;o, le phénanthrene-dy, le chryséne-d;, et le benzo[a]pyréene-

di2 a des concentrations comprises entre 40 et 200 pg/mL.

Le pétrole qui a été choisi en tant que matrice de référence contenant des
hydrocarbures est un échantillon de fioul lourd de 1’Erika prélevé en raffinerie juste apres le

naufrage du navire en 1999.

1.4. Préparation des fractions solubles (WAF et WSF)

Une "water accommodated fraction™ (WAF) est une solution aqueuse contenant les
molécules les plus solubles constitutives d’un produit pétrolier. Cette solution est préparee
en déposant un pétrole a la surface d’eau de mer, en milieu fermé et dans des conditions
préconisées par le CROSSERF ("Chemical Response to Oil SpillS : Ecological Research
Forum™) (Singer et al., 2000). Cette solution résulte de 1’équilibre des molécules entre une
nappe de pétrole, une phase gazeuse ("headspace™) et une phase aqueuse (les molécules les

plus solubles étant également les plus volatiles).
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Comme illustré figure 13, la solution de WAF est préparée sur la base d’un protocole
standardisé par le CROSSERF (Singer et al., 2000). Un volume d’eau de mer (1,7 L
préalablement filtré & 0,45 um et désinfecté aux UV en provenance d’Océanopolis (Brest,
Finistére, France) est introduit dans une bouteille de 2 L, le rapport volume eau/air étant de
4/1. Le pétrole est déversé doucement a la surface de 1’eau, la charge pétrole/eau étant de
1/100 000 (0,017 g de pétrole pour 1,7 L d’eau). Durant 24 h, I’eau est faiblement agitée
avec un agitateur magnétique pour que la nappe de pétrole reste a la surface sans former de
vortex ou des gouttelettes de pétrole qui ne se disperseraient pas dans la colonne d’eau. La
préparation est maintenue a 1’obscurité afin d’éviter les phénomeénes de photooxydation. Les
échantillons destinés aux analyses chimiques sont prélevés dans la partie inférieure de la

colonne d’eau dans des flacons par le robinet (Figure 13).

Une WSF "water soluble fraction" est préparée selon la méme procédure mais dans un
flacon ouvert. L'évaporation se fait donc dans des conditions proches de celles rencontrées

dans le cas d'un déversement d'hydrocarbures dans le milieu naturel.

Nappe de pétrole Phase gazeuse

Analytes a I’état

Eau de mer
. , gazeux
Barreau aimanté
— —
WAF
Agitateur Analytes
magnétique dissous
A B C

Figure 13. Schéma de préparation d’une solution de "water accommodated fraction" (WAF). A : déversement
du pétrole a la surface de I'eau (rapport pétrole/eau : 1/100 000 ; rapport phase gazeuse/phase aqueuse : 1/4), B
. agitation de I'échantillon durant 24 h (en évitant I'apparition de vortex ou de gouttelettes dans la colonne
d’eau), C : préléevement de la solution de WAF.

1.5. Prélevement des échantillons naturels

Afin de compléter la procédure SBSE-TD-GC-MS développée et validée au
laboratoire, les travaux ont porté sur 1’application de la méthodologie a I’environnement.
Des échantillons d’eau marine ont été prélevés dans le port de commerce (Brest, Finistére,
France) au mois de Septembre 2010 et 2011 a marée basse. lls ont été conserveés a -20 °C
jusqu’a leurs analyses selon le protocole d’extraction (SBSE) et d’analyse (TD-GC-MS)

décrit dans les sections 2.2. et 2.4. Afin de doser simultanément les composés dissous et
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particulaires, les analyses ont été effectuées sur des eaux brutes non filtrées. L’analyse des
eaux non filtrées peut permettre éventuellement de simplifier a I’extréme 1’analyse des

composés et de diminuer le risque de contamination des échantillons.
2. LES TECHNIQUES ANALYTIQUES EMPLOYEES

2.1. LLE-GC-MS

La technique habituellement employée pour 1’analyse des composés aromatiques
polycycliques dissous est I’extraction liquide-liquide (LLE) qui consiste a extraire 1L
d’échantillon d’ecau (WAF) en ajoutant 80 mL de solvant organique, le dichlorométhane, et
en agitant fortement 1’ampoule pendant quelques minutes. Le processus est répété trois fois
afin d’extraire I’ensemble des composés hydrophobes vers la phase organique. La phase
organique est récupérée puis séchée sur du sulfate de sodium anhydre préalablement nettoyé
au dichlorométhane. Aprés évaporation a I’évaporateur rotatif et sous flux d’azote, les
extraits sont transférés dans des flacons d’injection avec insert (volume de 200 pL environ)
pour analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrométre de masse
(GC-MS). Avant I’extraction, 100 mL de méthanol contenant 5 HAP deutérés (naphtalene-

dg, biphényle-dyo, phénanthréne-ds, chryséne-d;, et benzo[a]pyréne-d;,) ont été ajoutés.

Bien que la LLE soit une technique efficace, elle présente I’inconvénient de nécessiter
de grandes quantités de solvant et des temps de manipulation trés longs et n’est donc pas

adaptée pour la réalisation de suivis environnementaux a grande échelle.
2.2. SBSE-TD-GC-MS

2.2.1. Extraction des analytes

L’extraction des analytes est réalisée par migration des composés vers la phase de
polydiméthylsiloxane (PDMS) déposée sur le barreau aimanté. Pour ce faire, le barreau est
introduit directement dans un flacon de 125 mL contenant 100 mL d’échantillon d’eau,

dopés avec 10 mL d’une solution de méthanol contenant les HAP deutérés.

Une agitation de 6 h a la vitesse de 700 tr/min est assurée afin d’extraire les COMpoSes
ciblés. Elle est réalisée a 1’aide d’un agitateur magnétique multipositions (Gerstel®). Dans le
but d’éviter les phénomenes de photooxydation, le flacon est maintenu dans 1’obscurité. Une
fois la période d’agitation achevée (6 h), le barreau est récupéré a 1’aide d’un barreau

aimante classique en le faisant remonter le long de la paroi en verre du flacon. Le barreau
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est alors saisi avec une pince puis rincé avec de 1’eau osmosée avant d’étre déposé et séché
sur du papier absorbant. Il est ensuite inséré dans son tube de désorption. L’analyse est
effectuée par passage du barreau (contenu dans le tube de désorption) sur I’unité de

désorption thermique avant injection dans la colonne HP-5 MS (Figure 14).

Avant 1’extraction, les barreaux sont conditionnés dans un tube de désorption
thermique pendant 4 h a 300 °C avec un flux d’hélium de 50 mL/min. Les "twisters"
utilisés, commercialisés par la société Gerstel, ont une longueur de 2 cm et sont constitués
d'un barreau aimanté contenu dans une enveloppe de verre sur laquelle est déposé un film de
PDMS de 0,5 mm d’épaisseur.

Figure 14. Protocole d’extraction et d’analyse en SBSE-TD-GC-MS.
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2.2.2. Désorption thermique des barreaux

La désorption thermique des composés concentreés par la phase de PDMS permet
d’introduire les analytes dans la colonne chromatographique. Cette étape est réalisée par un
désorbeur thermique (TDU : "Thermal Desorption Unit") monté en série avec un injecteur a
programmation de température (CIS : "Cooled Injection System") (Figure 15). Pour ce faire,
le barreau est placé dans un tube étanche a I’air situé¢ sur le passeur d’échantillon puis
introduit dans le TDU maintenu a la température de 50 °C, tandis que le CIS est refroidi a
10 °C par de I’azote liquide. Le TDU est alors chauffé jusqu’a 280 °C a 115 °C/min ; la
durée de désorption est fixée a 10 min. Les molécules ainsi libérées sont condensées dans un
liner & chicanes disposé dans le CIS (Figure 15), avant d’étre injectées, en mode "splitless",
dans le couplage GC-MS par une montée en température rapide (de 10 °C a 300 °C a 12
°Cls).

Tube de ——
_ désoption
! Purge P
Tube de désorption _ .- Barreau
TDU el Chambre de 5
Barreau désorption Céne de
B ey —— Vanne de blocage
Connection pour -~ & dt 2L fuite du CIS
refroidir le CIS —— Liner
: i Chambre
cis Liner = d'injection _lﬁp-—-_g.;liongg
<] \ {{ )
Connecteur fq \*‘%.._ y 4
- colonne R

Figure 15. Schémas de l'unité de désorption thermique (TDU) montée en série avec l’injecteur a
programmation de température (CIS) (a gauche) relié au dispositif d’introduction des composés dans la
colonne capillaire (& droite).

2.3. SPME-GC-MS

L’extraction par SPME, est automatisée et se fait en ligne avec la chromatographie. La
seringue d’injection liquide est remplacée par une fibre recouverte d’un revétement
polymérique qui est immergée dans 1I’échantillon aqueux. Ce revétement est le support d’ab-
/adsorption des analytes s’il est de nature liquide tel que le polydiméthylsiloxane (PDMS)
ou poreuse tel que le divinylbenzéne (DVB) et la phase Carbowax (CAR), respectivement.
Cette technique ne repose pas sur 1’extraction totale des analytes de 1’échantillon, mais sur
leur équilibre entre 1’échantillon a analyser et la phase polymérique. La quantité¢ d’analytes

extraits, et ainsi la sensibilité de la technique, est fonction de la nature et de 1’épaisseur de la
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phase, des conditions de température et de durée d’extraction et des conditions de

désorption (Burgot et Pellerin, 2003).

L’extraction est généralement effectuée sous agitation, ce qui permet d’homogénéiser
I’échantillon tout au long de 1’extraction ; aucune couche statique appauvrie en analytes ne
se crée ainsi autour de la phase permettant de gagner en temps pour atteindre 1’équilibre ou

en sensibilité en un temps donné (Burgot et Pellerin, 2003).

Les hydrocarbures polyaromatiques et leurs dérivés alkylés sont extraits par
microextraction sur phase solide en mode immersion selon le protocole optimisé au
laboratoire (LPTC) par De Perre et al. (2009). Pour ce faire, 8 mL de WAF sont placés dans
un flacon SPME de 10 mL, auxquels une solution d’étalons internes dans 1’éthanol est
ajoutée. L’échantillon est incubé dans le four d’un autoéchantillonneur CombiPal (CTC
Gerstel MPS2XL) pendant 3min a 40 °C avec une agitation de 250 tr/min. Ensuite
I’extraction est assurée en plongeant une fibre PDMS 100 um de type Merlin dans
I’échantillon d’eau pendant 1 h & 40 °C avec une vitesse d’agitation de 250 tr/min, période
durant laquelle les analytes se partagent entre 1’échantillon et la fibre. Une fois 1’extraction
terminée, la fibre est retirée dans son aiguille et est désorbée dans I’injecteur d’un

chromatographe en phase gazeuse pendant 5 min a 270 °C (Figure 16).

Four incubation = H Systémes GC
& agitation Oy

1/ Extraction des analytes 2/ Désorption des analytes

A B

Figure 16. Extraction et analyse par SPME-GC-MS. A : représentation schématique de la SPME (d’aprés De
Perre et al., 2009). B : analyse d’un échantillon d’eau par SPME-GC-MS.
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2.4. Conditions d’analyse par GC-MS

L’analyse est effectuée par chromatographie en phase gazeuse couplée a une détection
par spectrométrie de masse (GC-MS). Le chromatographe en phase gazeuse est un 6890N
Agilent équipé d’un systéme d’injection multifonctions Combipal MPS2 (Gerstel®, Suisse)
utilisé en mode "splitless”. Le gaz vecteur est de I’hélium a débit constant de 1 mL/min. La
colonne capillaire est une HP-5 MS (Agilent technologies) : 30 m x 0,25 mm ID x 0,25 pm
(épaisseur de film). Le chromatographe est couplé a un détecteur par spectrométrie de masse
(Agilent MSD 5975) (Impact électronique : 70 eV, tension : 2000 V). L’analyse qualitative
des différents composés est effectuée en mode SCAN (balayage des masses de 45 a
550 UMA), puis pour I’analyse quantitative en mode SIM ("Single ion monitoring") par le
balayage des fragments m/z caractéristiques de chaque composé étudié (minimum de 1,5
cycle par seconde). Le programme de température du four est : 50 °C (1 min) a 150 °C
(10 °C/min) puis 5 °C/min jusqu'a 320 °C (5 min).

2.5. Mise au point d’une méthodologie de quantification par GC-MS-MS

Différents équipements et solutions étalons ont été utilisés pour la mise au point de la
méthode de quantification par GC-MS-MS des HAP, HAPS et de leurs dérivés alkylés. Des
solutions contenant des composés bien identifiés ont permis de tracer des courbes de
calibration, mais celles-ci ne concernent qu’une partie des composés parents et alkylés
présents dans le pétrole (certains composés alkylés ne sont pas commercialement
disponibles). Elles ne permettent pas de quantifier individuellement tous les analytes
d’intérét (parents et ramifiés) présents dans le pétrole, et ne permettent pas non plus (jusqu’a
présent) de quantifier de maniéere plus globale les familles de molécules de méme niveau de
ramification. Cette étude vise donc a définir un étalon contenant la quasi-totalité des
molécules susceptibles d’étre quantifiées. La solution qui a semblé la plus prometteuse a
consisté a choisir un pétrole de référence, a le caractériser de maniére la plus complete
possible en s’aidant du plus grand nombre possible de composés individuels, et enfin, a
I’utiliser pour quantifier de maniére plus fiable I’ensemble des molécules ramifiées

précédemment analysées en simple quadripdle.

Le pétrole qui a été choisi en tant qu’hydrocarbure de référence est un échantillon de

fioul lourd de I’Erika prélevé en raffinerie juste aprés le naufrage du navire en 1999.
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2.5.1. Développement de la méthode d’analyse des composés standards

Dans un premier temps, la méthode d’analyse par GC-MS-MS a été développée sur
les composés standards disponibles au laboratoire (19 HAP, 2 HAPS) pour ensuite étre
appliquée a 1’ensemble des HAP, HAPS parents et de leurs dérivés ramifiés contenus dans
le pétrole Erika. La détermination des temps de rétention de chaque composé a été la
premiere étape du développement. Pour ce faire, plusieurs solutions contenant
respectivement 19 HAP parents, 18 HAP ramifiés, 8 HAPS parents ainsi que 8 HAPS
ramifiés, ont été préparées puis injectées en utilisant le mode SIM en spectrométrie de
masse. En mode SIM, les ions moléculaires ont été systématiquement sélectionnés car ce
sont les fragments les plus abondants du fait de la stabilité de ces molécules. La figure 17
représente le chromatogramme obtenu en mode SIM d’une solution contenant tous les

composés individuels analysées dans le cadre de cette étude.
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*+E| TIC SIM Mélange-SIM.D

35 Composés di-aromatigues
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Figure 17. Chromatogramme de la solution contenant tous les composés individuels a la concentration de
100 ng/mL (injection 1 pL, colonne HP-5MS, ionisation en impact électronique, acquisition en mode SIM).
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La MS en tandem est basée sur I’é¢tude des transitions ion parent-ion fils. L’ion parent
est I’ion moléculaire. Les ions fils ont été déterminés par analyse des spectres de masse des
composés obtenus en mode "Product lon™ (ions fils) en faisant varier les énergies de
collision de 5 a 50 eV, par pas de 5eV. Les différentes énergies de collision permettent
d’obtenir des spectres d’ions fils différents quantitativement (abondances des fragments)
mais également qualitativement (distributions et types de fragments). Deux ions fils sont
recherchés : un ion utilisé pour la quantification (“quantifier ion" et un ion permettant de
s’assurer de I’identité de la molécule cible (“qualifier ion™). L’ion de quantification retenu
est souvent le plus abondant (et différent du précurseur) afin d’augmenter la sensibilité de
I’analyse. La figure 18 présente le spectre de masse du 1-méthylnaphtaléne. Cet exemple
montre que le fragment de la molécule le plus abondant est le 141. Il est donc choisi comme

"quantifier ion". Le "qualifier ion"retenu est le 115 car il est plus abondant que 1’ion 91.

x10 | +EI Product lon: (11.578 min) CID@25.0 (142.0 -> **) HAP-ramifiés.D

1 || 1-Méthylnaphtaléne "Quantifier ion"
yimap ~_141 ¢

08 "Parent ion"

/

"Qualifier ion" 142

0,6
115

0,4

0,2

\ \ \ \ \ \ \ \ \ I \ I \ \ \ \ \
80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160

Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figure 18. Choix des ions fils de quantification et de qualification ("quantifier et qualifier").

Les principaux ions des spectres de masse obtenus ainsi que les énergies de collision

pour tous les composés individuels sont présentes dans le Tableau 15.
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Tableau 15

Conditions MRM (transitions et énergie de collision) obtenues pour les composés étudiés.

lons parents

Energie de collision (Q/q)

Analytes (m/2) lons fils (Q-q) (M/z) (&)

N 128 102-127 20/20
2-MN 142 141-115 20/20
1-MN 142 141-115 20/20
B[b]T 134 89-108 25/25
2-MBT 148 147-115 40/40
5-MBT 148 147-115 40/40
3-PhényIT 160 115-128 30/30
2,6-DMN 156 141-115 25/25
1,6-DMN 156 141-115 25/25
1,2-DMN 156 141-115 25/25
B 154 152-153 35/35
Acy 152 151-150 25/25
Ace 154 152-153 35/35
F 166 165-164 40/40
DBI[b,d]T 184 152-139 20/20
N[2,3-b]T 184 152-139 20/20
4-MDBT 198 197-165 30/25
2-MDBT 198 197-165 30/25
4,6-DMDBT 212 211-197 30/25
2,7-DMDBT 212 211-197 30/25
4,6-DEDBT 240 239-225 35/35
2,4,6,8-TMDBT 240 239-225 35/35
Phe 178 176-152 40/15
Ant 178 176-152 40/15
3-MPhe 192 191-189 30/30
2-MPhe 192 191-189 30/30
2-MAnNt 192 191-189 30/30
9-MPhe 192 191-189 30/30
1-MPhe 192 191-189 30/30
1,7-DMPhe 206 191-189 20/20
R 234 219-215 15/15
Fluo 202 201-200 20/20
Pyr 202 201-200 20/20
1/3-MFluo 216 216-215 0/20
4-MPyr 216 216-215 0/20
1-MPyr 216 216-215 0/20
B[a]Ant 228 226-227 30/30
Chry 228 226-227 30/30
3-MChry 242 241-239 30/30
6-MChry 242 241-239 30/30
B[b]N[2,1-d]T 234 202-189 25/25
B[b]N[1,2-d]T 234 202-189 25/25
2-(2-Naphthyl)BT 260 258-215 20/20
B[b]Fluo 252 250-251 25/25
B[k]Fluo 252 250-251 25/25
B[e]Pyr 252 250-251 25/25
B[a]Pyr 252 250-251 25/25
P 252 250-251 25/25
B[b]ph[9,10-d]T 284 282-252 20/20
1[1,2,3-cd]Pyr 276 274-275 35/35
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B[ghi]P 276 274-275 35/35
DB[a,h]Ant 278 276-277 25/25

2.5.2. Purification sur colonne SPE

La purification de pétrole sur colonne SPE ("solid phase extraction™) correspond a la
séparation des molécules présentes dans celui-ci. La séparation est basée sur la propriété des
hydrocarbures a étre plus apolaires que les autres composés présents. La séparation se fait
sur colonne silice/cyanopropyle (Si/CN) ; cette cartouche étant polaire, ce sont donc les
composés polaires qui sont retenus. Les hydrocarbures étant apolaires, ils sont élués en
premier et récupérés. Le solvant d’¢lution est un mélange 80/20 de pentane et

dichlorométhane. L’¢lution est accélérée grace a une pompe a vide.

Les colonnes utilisées sont des colonnes Si/CN-S-1.5G/9 Upti-clean SPE® fabriquées
par la société INTERCHIM. Ces colonnes sont efficaces pour purifier les hydrocarbures
polyaromatiques et les chaines carbonées solubilisées dans un solvant apolaire issus de
matrices complexes. La silice vierge permet 1’élimination d’un grand nombre de composés
polaires interférents. L’action du greffage cyanopropyle génére des interactions spécifiques
permettant la purification sélective des chaines carbonées aliphatiques et d’un grand nombre

d’hydrocarbures polyaromatiques.

2.5.3. Quantification des composeés standards dans un pétrole

Les transitions et les énergies de collision étant trouvées, la quantification de tous les
composés d’intérét présents dans le pétrole Erika a été réalisée cinq fois afin d’étudier la
répétabilité de la méthode. Pour chaque standard, une courbe d’étalonnage a été établie en
analysant en triplicat 7 niveaux de concentration : 1, 5, 10, 50, 100, 500 et 1000 ng/mL. Les
chromatogrammes obtenus sont alors intégrés afin de tracer les courbes de calibration selon

I’équation :

Abondance (composé) C. « Concentration (composé)
Abondance (étalon interne) R " Concentration (étalon interne)

Avec Cg: coefficient de réponse
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2.5.4. Quantification des composés alkylés non calibrés

L’objectif de cette étude est de réaliser une quantification des HAP, HAPS parents et
de leurs dérivés alkylés contenus dans le pétrole Erika afin que ce dernier puisse étre utilisé
comme référence. Cependant, les composés ramifiés, dérivés alkylés généralement
regroupés suivant le nombre de carbones supplémentaires par rapport au composé parent
dont ils sont issus, sont difficiles a quantifier. En effet, ces groupes de molécules se
présentent sous la forme d’amas de pics qui se complexifient avec le degré de ramification
et le nombre de noyaux aromatiques (voir annexe 4). De plus, seuls quelques-uns de leurs
représentants sont présents dans les solutions de calibration et il s’avére donc nécessaire de

trouver une alternative permettant de les quantifier globalement.

Concernant les composés alkylés, la quantification en GC-MS était généralement
effectuée avec 1’approximation que les composés parents et leurs dérivés ramifiés ont le
méme coefficient de réponse. Cependant, si cette approximation pouvait paraitre
raisonnable lorsqu’il s’agissait de considérer, dans tous les cas, uniquement [’ion
moléculaire aprés une simple fragmentation, cette estimation semble plus incertaine en cas
d’analyse par GC-MS-MS avec des fragments fils trés divers. Afin d’évaluer la fiabilité de
I’analyse par GC-MS et éventuellement les possibilités d’application a la MS-MS, une
comparaison des coefficients de réponse a été réalisée au sein d’une méme famille et pour
différents degrés de ramification (dans la mesure du possible en fonction des composés
individuels disponibles).

Autrement dit, deux questions ont été soulevées :

(i) Quelle est la variabilité des coefficients de réponses des composés au sein d’un
méme degré de ramification ?

(ii) Quelle est la variabilité des coefficients de réponses en fonctions du degré de

ramification ?

Pour répondre a ces questions, une analyse des coefficients de réponse de tous les

isomeres présents dans les différentes solutions de calibration a été réalisée.

2.6. Conditions d’analyse par GC-MS-MS

Les appareils utilisés sont un chromatographe en phase gazeuse Agilent 7890A et un
spectrometre de masse Agilent 7000A triple quadripble (Agilent Technologies, Santa Clara,
Californie). Les échantillons sont injectés en mode "pulsed splitless”. La température de
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I’injecteur est de 300 °C. L’hélium est utilisé comme gaz vecteur a un débit de 1 mL/min.
La colonne utilisée est une colonne HP-5MS (30 m x 0,25 mm ID x 0,25 um) composée de
5% de diphényle et 95% de diméthylpolysiloxane (Agilent Technologies, Santa Clara,
Californie). Le programme de température est le suivant : de 50 °C (1 min) a 150 °C a
10 °C/min, puis jusqu’a 320 °C (10 min) a 5 °C/min.

Pour realiser les analyses et le traitement de données, trois logiciels ont été utilises :

(i) Le logiciel d’acquisition "MassHunter Data Acquisition” permet de régler les
paramétres de la méthode.

(i) Le logiciel "MassHunter Data Qualitative Analysis” permet d’analyser les
chromatogrammes et les spectres de masse obtenus.

(iii) Le logiciel "MassHunter Data Quantitative Analysis” permet de traiter les
données afin de tracer les courbes de calibration et de quantifier les composés.

2.7. Etalonnage et validation des méthodes développées

2.1.1. Calibration par la méthode d’étalonnage interne

Afin de quantifier les composés étudiés, un étalonnage interne a été effectué. Au
moins un étalon interne par famille de composés a été sélectionné en fonction de son temps
de rétention et de sa cinétique d’extraction, de fagon a ce qu’ils soient les plus similaires au

composeé étudié.

L’objectif était d’établir la courbe d’étalonnage et de calculer les limites de détection
et de quantification de chaque compose étudié. Pour la technique SBSE, la régression est
testée sur n = 7 niveaux de concentrations : 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100 ng/L, et k = 3
répétitions par niveau sont effectuées. La concentration en étalon interne est constante et

égale a 100 ng/L pour chaque niveau de concentration.

On dispose donc de vingt et un couples (Xj, yi) d’observations de deux variables
quantitatives X et Y pour chaque composé, ou Y est le rapport aire composé/aire étalon
interne et X est le rapport concentration composé/concentration étalon interne. Ainsi, les
chromatogrammes obtenus a partir des solutions de calibration sont retraités afin de tracer

les courbes de calibration selon 1’équation (3) :
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Abondance (composé) C. « Concentration (composé)
Abondance (étalon interne) R " Concentration (étalon interne)

©)

Avec Cg: coefficient de réponse

Le benzo[b]naphto[1,2-d]thiophéne est pris comme exemple pour illustrer cette étude.

Le rapport d’aire pour ce composé est calculé relativement a son étalon interne, le chrysene-

dlz.

Un modele linéaire, présentant une bonne linéarité, a été obtenu pour I’ensemble des
courbes de calibration comme le montre la droite d’étalonnage du benzo[b]naphto[1,2-
d]thiophéne (Figure 19). Les courbes d’étalonnage pour les autres composés sont présentées

en annexe 1.

2,0
Benzo[b Jnaphto[1,2-d Jthiophéne

1,6

1,2 1

0,8 -

04 -

Aire composé / Aire étalon interne

y = 1,7328x + 0,008
R?=0,9983

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Concentration compose / Concentration étalon interne

0,0

Figure 19. Courbe d’étalonnage du benzo[b]naphto[1,2-d]thiophene.

Pour la technique SPME, la régression est effectuée selon la méme méthode et testée
sur n = 5 niveaux de concentrations : 1, 5, 10, 50 et 100 ng/L. Les courbes d’étalonnage

pour les composés extrait par la SPME sont présentees en annexe 2.

Pour I’analyse en GC-MS-MS, la régression est également effectuée selon la méme

méthode et testée sur n = 7 niveaux de concentrations : 1, 5, 10, 50, 100, 500 et
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1000 ng/mL. Les courbes d’étalonnage pour les composés analysés par GC-MS-MS sont

présentées en annexe 3.

2.6.2. Limites de détection et de quantification
La limite de quantification (LQ) est la concentration la plus basse de 1’analyte qui peut
étre mesurée avec une fiabilité et précision satisfaisantes. 1l est habituel de prendre :

LQ=3,33LD 4

La limite de détection (LD) est la concentration de 1’analyte & doser conduisant a un
signal mesuré significativement plus grand que celui qu’on obtient quand la concentration

est nulle. Trois démarches sont possibles au calcul de la limite de détection :

(i) L’estimation du bruit de fond : elle fournit en général la limite de détection la plus
faible. Cette démarche ne tient pas compte de 1’étalonnage, ni des coefficients, ni de I’écart
type résiduel. Elle correspond a la limite de détection liée uniquement a 1’appareillage
utilisé, faisant abstraction de la méthode de mesure.

(if) La méthode du blanc : elle suppose connus les parameétres ao et a; de la courbe
d’¢étalonnage. Elle tient compte de la variabilité du signal pour les concentrations voisines
de zéro.

(iii) La méthode de la droite d’étalonnage : elle donne en général la limite de
détection la plus élevée car elle tient compte de toutes les sources de dispersion y compris
de la qualité du modéle d’étalonnage. Lorsque le modele linéaire n’est pas bien ajusté, il est
conseillé d’utiliser les deux premiéres. L’expérimentateur choisira celle qui lui semble la

mieux adaptée a la méthode analytique concernée.

L’approche de calcul de LD par la méthode de la courbe d’étalonnage tient compte
non seulement des valeurs ao et a; de 1’équation de la droite d’étalonnage (Y = ap + a; X),

mais aussi de la qualité de 1’ajustement caractérisé par 1’écart-type résiduel s;.

Dans ce cas, la formule a retenir est :

LD=tVS—r\/I )
a, \k
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t, étant le t de student & (n-2) degrés de liberté, v étant égal a (n-1) ou (nk-1) degrés de
liberté selon la validité du modeéle, k étant le nombre de répétitions du signal pour chaque

mesure.

La corréelation linéaire étant significative dans le cas du benzo[b]naphto[1,2-
d]thiophéne, la méthode de la courbe d’étalonnage est appliquée a ce composé a titre
d’exemple. Le modéle postulé étant sans constante, la limite de détection est déterminée a
I’aide de la formule (5), avec un nombre de degrés de liberté v égal a six : LD = 0,01 ng/L.
On en déduit ensuite la limite de quantification a I’aide de la formule (4) : LQ = 0,04 ng/L.

Le calcul des limites de quantification et de détection pour chaque méthode (SBSE-
GC-MS, SPME-GC-MS et GC-MS-MS) est également effectué pour tous les autres
composés étudiés avec cette méme méthode. Ces LD et LQ sont représentées dans les
tableaux 16, 17 et 18.

Tableau 16
Limites de détection (LD) et de quantification (LQ) selon la méthodologie utilisant la SBSE-GC-MS. LD
calculées selon la méthode de la droite d’étalonnage.

Analytes LD (ng/L) LQ (ng/L) Analytes LD (ng/L) LQ (ng/L)
N 0,03 0,1 4,6-DEDBT 0,04 0,1
B[b]T 0,03 0,1 2,4,6,8-TMDBT 0,01 0,03
2-MBT 0,03 0,1 Fluo 0,01 0,04
5-MBT 0,03 0,1 Pyr 0,01 0,04
B 0,02 0,1 B[bIN[2,1-d]T 0,01 0,04
3-PhényIT 0,03 0,1 B[bIN[1,2-d]T 0,01 0,04
Acy 0,03 0,1 B[a]Ant 0,01 0,03
Ace 0,03 0,1 Chry 0,01 0,05
F 0,02 0,1 2-(2-Naphthyl)BT 0,01 0,04
DBI[b,d]T 0,02 0,1 B[b+k]Fluo 0,02 0,1
Phe 0,03 0,1 Ble]Pyr 0,02 0,1
Ant 0,01 0,04 Bla]Pyr 0,03 0,1
N[2,3-b]T 0,02 0,1 P 0,02 0,1
2-MDBT 0,01 0,05 B[b]ph[9,10-d]T 0,02 0,1
4-MDBT 0,02 0,1 1[1,2,3-cd]Pyr 0,01 0,04
4,6-DMDBT 0,01 0,04 DBJa,h]Ant 0,01 0,03
2,7-DMDBT 0,01 0,04  B[ghi]P 0,01 0,04
Tableau 17

Limites de détection (LD) et de quantification (LQ) selon la méthodologie utilisant la SPME-GC-MS et MS-
MS. LD calculées selon la méthode de la droite d’étalonnage.

Analytes GC-MS GC-MS-MS GC-MS GC-MS-MS
LD (ng/L) LD (ng/L) LQ (ng/L) LQ (ng/L)

N 0,1 0,1 0,3 0,3

2-MN 0,1 0,1 0,3 0,3
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1-MN

B[b]T

2-MBT
5-MBT
3-PhényIT
2,6-DMN
1,6-DMN
1,2-DMN

Acy

Ace

F

DBI[b,d]T
N[2,3-b]T
4-MDBT
2-MDBT
4,6-DMDBT
2,7-DMDBT
4,6-DEDBT
2,4,6,8-TMDBT
Phe

Ant

3-MPhe
2-MPhe
2-MAnNt
9-MPhe
1-MPhe
1,7-DMPhe

R

Fluo

Pyr

1/3-MFluo
4-MPyr
1-MPyr
B[a]Ant

Chry
3-MChry
6-MChry
B[bIN[2,1-d]T
B[bIN[1,2-d]T
2-(2-Naphthyl)BT
B[b]Fluo
B[k]Fluo
B[e]Pyr
Bla]Pyr

P
B[b]ph[9,10-d]T
I[1,2,3-cd]Pyr
B[ghi]P
DBJ[a,h]Ant

0,1
0,1
0,1
0,1
0,02
0,1
0,1
0,1
0,1
0,03
0,1
0,03
0,03
0,05
0,02
0,04
0,04
0,1
0,1
0,05
0,05
0,01
0,01
0,05
0,01
0,02
0,03
0,1
0,04
0,04
0,02
0,04
0,04
0,02
0,04
0,05
0,05
0,02
0,02
0,1
0,05
0,04
0,06
0,04
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

0,1
0,04
0,03
0,1
0,03
0,1
0,1
0,04
0,03
0,03
0,04
0,04
0,1
0,05
0,03
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,03
0,03
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,04
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,03
0,1
0,04
0,03
0,1
0,02
0,04
0,1
0,1

0,3
0,3
0,2
0,3
0,1
0,5
04
04
0,2
0,1
0,3
0,1
0,1
0,2
0,1
0,1
0,1
0,4
0,4
0,2
0,2
0,03
0,05
0,2
0,03
0,1
0,1
0,3
0,1
0,1
0,05
0,1
0,1
0,1
0,1
0,2
0,2
0,05
0,06
0,3
0,2
0,1
0,2
0,1
0,2
0,3
0,3
0,2
0,2

0,3
0,1
0,1
0,2
0,1
0,3
0,2
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,3
0,2
0,1
0,3
0,3
0,3
04
0,3
0,1
0,1
0,2
0,2
0,2
0,2
0,3
04
0,3
0,2
0,2
0,2
0,2
0,1
0,3
0,3
0,2
0,3
0,3
0,3
0,1
0,3
0,1
0,1
0,2
0,1
0,1
0,2
0,3
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Tableau 18

Limites de détection (LD) et de quantification (LQ) selon la méthodologie utilisant la GC-MS-MS. LD

calculées selon la méthode de la droite d’étalonnage.

Analytes LD (ng/mL) LQ (ng/mL) Analytes LD (ng/mL) LQ (ng/mL)
N 0,003 0,01 2-MAnNt 0,01 0,02
2-MN 0,004 0,01 9-MPhe 0,01 0,02
1-MN 0,004 0,01 1-MPhe 0,004 0,01
B[b]T 0,004 0,01 1,7-DMPhe 0,01 0,02
2-MBT 0,01 0,02 R 0,01 0,02
5-MBT 0,01 0,02 Fluo 0,01 0,02
3-PhényIT 0,01 0,02 Pyr 0,01 0,02
2,6-DMN 0,01 0,02 1/3-MFluo 0,01 0,02
1,6-DMN 0,01 0,02 4-MPyr 0,01 0,02
1,2-DMN 0,01 0,02 1-MPyr 0,01 0,02
B 0,003 0,01 B[a]Ant 0,01 0,04
Acy 0,01 0,02 Chry 0,01 0,04
Ace 0,004 0,01 3-MChry 0,01 0,04
F 0,01 0,02 6-MChry 0,01 0,03
DB[b,d]T 0,003 0,01 B[b]N[2,1-d]T 0,003 0,01
N[2,3-b]T 0,004 0,01 B[b]N[1,2-d]T 0,01 0,02
4-MDBT 0,004 0,01 2-(2-Naphthyl)BT 0,01 0,04
2-MDBT 0,01 0,02 B[b]Fluo 0,03 0,10
4,6-DMDBT 0,01 0,02 B[k]Fluo 0,03 0,09
2,7-DMDBT 0,01 0,02 Ble]Pyr 0,03 0,10
4,6-DEDBT 0,01 0,02 B[a]Pyr 0,01 0,05
2,4,6,8-TMDBT 0,01 0,02 P 0,03 0,09
Phe 0,003 0,01 B[b]ph[9,10-d]T 0,03 0,09
Ant 0,01 0,02 1[1,2,3-cd]Pyr 0,04 0,12
3-MPhe 0,01 0,02 B[ghi]P 0,02 0,08
2-MPhe 0,01 0,02 DBJ[a,h]Ant 0,03 0,11
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CHAPITRE 11 : RESULTATS

Ce chapitre décrit les résultats obtenus dans le cadre de ce travail de recherche sous
forme de publications. Au total, six publications présentent les développements
méthodologiques réalisés. La premiére étape a été consacrée a la mise au point d’une
méthode d’extraction (SBSE) et d’analyse (TD-GC-MS) des hydrocarbures aromatiques
polycycliques soufrés (HAPS) dissous dans I’eau de mer, (publication n° 1). Le
développement d’une méthodologie sensible et spécifique pour I’extraction (SBSE) et
I’analyse (TD-GC-MS) des HAP, HAPS et de leurs dérivés alkylés de facon simultanée a
conduit a I’écriture des publications n°2 et 3. L utilisation de la GC-MS-MS afin de réaliser
une quantification des HAP, HAPS et de leurs dérivés alkylés dans les produits pétroliers a
fait I’objet d’une quatriéme publication. Enfin, une méthodologie d’extraction (SPME) et
d’analyse (GC-MS et GC-MS-MS) des HAP, HAPS et de leurs dérivés alkylés, facile a

mettre en ceuvre et utilisable en routine est présentée dans les publications n° 5 et 6.
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Liste des publications :

Publication n°1 : Identification et quantification des hydrocarbures aromatiques polycycli-
ques soufrés (HAPS) dissous dans I’ecau de mer par "stir bar sorptive extraction” (SBSE)
couplée a la chromatographie en phase gazeuse et a la spectrométrie de masse (GC-MS).

Publication n°2 : Caractérisation des systémes eaux-pétroles par "stir bar sorptive extract-
ion" (SBSE) couplée a la chromatographie en phase gazeuse et a la spectrométrie de masse
(GC-MS).

Publication n°3 : Développement d'une méthodologie pour la détermination des HAP et
HAPS dissous dans I'eau de mer par "stir bar sorptive extraction” (SBSE) couplée a la
chromatographie en phase gazeuse et a la spectrométrie de masse (GC-MS).

Publication n°4: Quantification des hydrocarbures aromatiques polycycliques et leurs
dérivés alkylés par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
en tandem (GC-MS-MS) pour qualifier un pétrole de référence.

Publication n° : Extraction des HAP, HAPS et de leurs dérivés alkylés dans I'eau de mer
par la microextraction sur phase solide (SPME) couplée a la chromatographie en phase
gazeuse et a la spectrométrie de masse (GC-MS).

Publication n° : Intérét de la microextraction sur phase solide (SPME) couplée a la

chromatographie en phase gazeuse et a la spectrométrie de masse en tandem (GC-MS-MS)
pour I’analyse des HAP et HAPS dans 1’cau de mer.
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Publication n°1: Identification et quantification des hydrocarbures aromatiques
polycycliques soufrés (HAPS) dissous dans I’eau de mer par '‘stir bar sorptive
extraction”™ (SBSE) couplée a la chromatographie en phase gazeuse et a la
spectrométrie de masse (GC-MS).

Résumé

La "stir bar sorptive extraction" (SBSE) couplée & un systeme TD-GC-MS a été
développée dans le but d’améliorer les techniques de dosage conventionnelles généralement
utilisées pour 1’analyse des composés semi-volatils dans la phase aqueuse (LLE, SPE). Dans
un premier temps, le travail a consisté a tester plusieurs durées d’extraction (30 min-24 h)
afin de définir un temps d’extraction de référence. Puis, la méthodologie a été validée en
étudiant sa linéarité et sa sensibilité. Les résultats montrent une bonne linéarité sur une
gamme de concentrations allant de 0,5 a 100 ng/L, et des limites de détection et de
quantification extrémement sensibles (LD : 0,03-0,07 ng/L, LQ : 0,1-0,2 ng/L). A ce stade,
la performance de cette méthodologie a été comparée a celle d’une extraction liquide-
liquide conventionnelle, et enfin, elle a été utilisée pour détecter et quantifier les HAPS
présents au sein d’une matrice d’eau de mer naturelle. Les résultats obtenus montrent que la
technique SBSE peut étre utilisée comme une approche alternative a d’autres méthodologies
d’extraction telles que la LLE ou la SPE pour I’analyse des hydrocarbures polyaromatiques

soufrés dans 1’eau de mer.
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Identification and quantification of dissolved polycyclic aromatic sulfur heterocycles in
seawater by stir bar sorptive extraction and thermal desorption GC-MS.
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Abstract

Stir bar sorptive extraction (SBSE) using a 20 mm-long stir bar coated with 47 pL of
polydimethylsiloxane (PDMS) in combination with the thermal desorption technique and
gas chromatography-mass spectrometry (TD-GC-MS) was used for determining polycyclic
aromatic sulfur heterocycles (PASHSs), in seawater samples. The method shows good
linearity and the correlation coefficients are higher than 0.975. The LOD and LOQ of the
method range between 0.03 and 0.07 ng/L and between 0.1 and 0.2 ng/L, respectively. The
SBSE-TD-GC-MS procedure was validated to the analysis of PASHs in the water
accommodated fraction (WAF) and the water soluble fraction (WSF) of seawater samples
prepared in the laboratory from a crude oil. Then the performance of the SBSE method was
compared with the traditional liquid-liquid extraction, showing good agreement. Finally, the
method was successfully applied to screening of PASHs at sub-ng/L level in natural

seawater sample collected in a commercial harbour (Brest, Finistere, France).

Keywords: GC-MS, Polycyclic aromatic sulfur heterocycles (PASHs), Thermal desorption (TD), Stir bar
sorptive extraction (SBSE), Seawater.
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1. Introduction

Polycyclic aromatic sulfur heterocycles (PASHSs), a class of polycyclic aromatic
compounds (PACs), which contain a sulfur atom in one of the rings, are found in coal (Thuf3
et al., 2000), crude oils, and in products related to these fossils fuels. They occur in the
environment as the result of natural or anthropogenic incomplete combustion of organics
materials, discharge from industrial processes, oil spills, ballast operations, etc. They were
found to be generally more acute toxic than their analogous polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHSs) (Andersson and Schmid, 1995; MacFall et al., 1984; Jacob, 1990) and
often exhibit a higher stability in the environment than the corresponding hydrocarbons
(Paasivirta, 1991; Andersson, 1993). PASHs play a considerable role in environmental
analytical chemistry (Andersson et al., 2006), both as pollutants and as markers for many
processes and have also been used for environmental forensic purposes (Hegazi and
Andersson, 2007a). Unlike the polycyclic aromatic hydrocarbons, the sulfur analogs are not
formed in pyrogenic processes so that their presence in the environment indicates petrogenic

Sources.

This compound class represents a serious environmental issue, particularly in cases of
accidental oil pollution affecting the shoreline for a prolonged time (examples: the heavy
fuel oil spills from the tankers Erika and Prestige in 1999 and 2002, respectively). This is
one of the reasons why it is very important to develop analytical methods for monitoring

their presence in the aquatic environment.

The determination of PACs in an aqueous matrix by means of gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) has been sufficiently verified. Prior to chromatographic
separation, PACs must be extracted and preconcentrated from the sample. Solid phase
extraction (SPE) has been widely used for these purposes for aqueous samples (Crozier et
al., 2001; Li and Lee, 2001; Nirmaier et al., 1996; Kiss et al., 1996), replacing the
traditional liquid-liquid extraction. Extraction methods are continually revised and
improved, incorporating new technologies in order to reduce the laboratory staff resources,
especially time for sample extraction and preparation (Garcia-Falcon et al., 2004). Solid-
phase microextraction (SPME), an extraction technique developed over 20 years ago
(Arthur and Pawliszyn, 1990), has gained increasing acceptance for the analysis of organic
compounds. It is a fast, simple, inexpensive and solvent-free extraction. SPME has been

successfully applied to extract PACs from water (Doong et al., 2000; King et al., 2004;
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Negrdo and Alpendurada, 1998; Popp et al., 2000) onto a fused silica rod coated with a
polymeric stationary phase, a 100 um-polydimethylsiloxane (PDMS) being the prefered

coating.

Baltussen et al. (1999) developed an alternative extraction technique which is known
as stir bar sorptive extraction (SBSE). It is based on the same mechanisms as SPME but the
sorbent, which is PDMS, is bonded onto the surface of a magnetic stir bar. SBSE exhibits
better properties than SPME due to the higher volume of the PDMS phase, for the amount
of analyte extracted is proportional to the coating thickness, thus improving the limit of
detection during sampling (Blasco et al., 2004; Bicchi et al., 2002; David and Sandra, 2007;
Popp et al., 2003). The bar is immersed in an aqueous sample or placed in the headspace to
extract analytes for a fixed period of time. Thermal desorption (TD) of analytes is used for
capillary GC-MS or solvent extraction for HPLC analysis.

SBSE was applied to the determination of PAHs in aqueous samples. Leon et al.
(2003) developed an SBSE method for determining 35 pesticides and PAHSs in water using
thermal desorption-GC-MS. Popp et al. (2001) also developed an SBSE method for
monitoring PAHSs in water using solvent desorption followed by LC-GC-MS. SBSE coupled
to HPLC with fluorescence detection (FD) can be used for determining PAHSs in drinking
waters (Garcia-Falcon et al., 2004). Barco-Bonilla et al. (2011) also developed a highly
sensitive SBSE method for the determination of 24 PAHs in wastewater using liquid
desorption-GC-MS-MS. No applications have been published using SBSE to analyze
PASHSs in aqueous samples. Thus, this paper proposes an extraction method using stir bar
sorptive extraction (SBSE) coupled to GC-MS to determine PASHSs in seawater. Extraction
time profiles are recorded to establish equilibrium time. The method is validated for the
analysis of PASHSs in the water accommodated fraction (WAF) and the water soluble
fraction (WSF) of seawater samples prepared in the laboratory from a crude oil. Then the
performance of the SBSE method is compared with the traditional liquid-liquid extraction
and finally the proposed method is applied to the analysis of PASHSs in a natural seawater

sample collected in a commercial harbour (Brest, Finistere, France).
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2. Experimental set-up

2.1. Standard solutions

In this study the parent structures of some of the more commonly encountered
PASHSs (Fig. 1) will be our focus. The standard compounds were synthesized in one of our
laboratories (Institute of Inorganic and Analytical Chemistry, 2012) and a solution at a
concentration of 100 pg/mL in methanol was prepared. A working solution containing all
compounds studied at a concentration of 1 pg/mL in methanol was prepared. Deuterated
PAHs (naphthalene-dg, biphenyl-dig, phenanthrene-dyo, chrysene-d;, and benzo[a]pyrene-
di2), purchased from LGC Standards (Molsheim, France), were used as internal standards
for the PASHSs.

o 03 Qp

3-Phenylthiophene Benzo[b]thiophene Dibenzo[b,d]thiophene Naphtho[2,1-b]thiophene  Naphtho[2,3-b]thiophene
@ @ @ S @ S ©:
S @
S
Benzo[b]naphtho[2,1- Benzo[b]naphtho[1,2- 2-(2-Naphtyl)benzothiophene Benzo[b]phenanthro[9,10-
d]thiophene d]thiophene d]thiophene

Fig. 1. Structures of PASHs mentioned in this study.

2.2. Preparation of WAF and WSF

The water accommodated fraction (WAF) was prepared according to guidelines
established by the Chemical Response to Oil SpillS: Ecological Research Forum
(CROSSERF) (Singer et al., 2000). This experiment was conducted in order to transfer
compounds from the oil to the water phase by solubilization only. The principle of this
experiment was to introduce oil at the water surface of a closed flask. To prevent significant
transfer to the air phase, the headspace had to be less than 25% of the whole volume of the
flask. The oil/water ratio was set at 1:100 000 (10 mg of oil for 1 L of seawater), and
agitation was ensured using a magnetic stirrer. This agitation was set at a minimum level to
prevent oil from being dispersed in the water column. The experimental device was set up in

an air-conditioned room at 21 °C for 24 h to reach equilibrium. The oils used were an
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Arabian Light crude oil and an Erika oil. Finally, samples were collected through a tap
approximately 3 cm above the bottom of the flask. The water soluble fraction (WSF) was
prepared according to the same procedure but in an open flask. Evaporation thus took place

in conditions closer to those encountered in the event of an oil spill at sea.

2.3. Sample collection

Natural seawater was sampled from the commercial harbour (Brest, Finistere, France)
in the month of September 2010 at mid tide. The sample was collected in an amber-glass
bottle (500 mL) and placed in a refrigerator maintained at 4 °C. Prior to the extraction, the
sample was divided into 3 x 100 mL. To determine the total concentrations of analytes in
these samples (triplicate), including both dissolved and particulate-bound chemicals, the

seawater was used directly without preliminary filtration.

2.4. SBSE procedure

The stir bars (Twister; Gerstel, Milheim an der Ruhr, Germany) coated with 20 mm in
length and 0.5 mm film thickness of PDMS (47 pL), were conditioned in an empty thermal
desorption tube at 300 °C for 4 h with a helium flow at a flow desorption rate of 50 mL/min.
A 15 position magnetic stirrer (Gerstel) was used to perform agitation at 700 rpm over 6 h at
room temperature (21 °C) in the dark. After extraction, the stir bar was removed from the
sample, rinsed with a small amount of distilled water, dried with tissue paper. The stir bar
was placed into an empty glass thermal desorption tube, and desorbed in a thermal
desorption unit (TDU). Prior to the extraction by SBSE, 10 mL of a methanol solution
containing the five perdeuterated internal standards at a concentration of 1 ng/mL was added
to a 100 mL seawater sample.

2.5. LLE procedure

For LLE extraction, 1 L of water with the water soluble fraction was extracted with 3
x 80 mL of dichloromethane. The organic extracts were combined and dried with sodium
sulfate and evaporated using a rotaevaporator apparatus. The extract was concentrated under
a heated N, stream, reconstituted in 200 pL of dichloromethane and then 1 pL was injected
into the GC-MS system. Before the extraction, 100 mL of methanol containing the five

perdeuterated internal standards at a concentration of 1 ng/mL was added.

80



Chapitre 11 : Résultats

2.6. Thermal desorption and GC-MS conditions

Thermal desorption-GC-MS was performed on an Agilent 7890 GC equipped with a
5975 MS system (Agilent Technologies, Little Falls, DE, USA) coupled to a Gerstel TDU
(termal desorption unit) and a MPS2 autosampler (Gerstel). Desorption was carried out at
280 °C for 10 min under a helium flow of 50 mL/min in the splitless mode. The desorbed
compounds were cryofocused in the cooled injection system (CIS-4, Gerstel) at 10 °C and
then transferred to the HP-5 MS column (30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 um film thickness,
constant helium flow of 1 mL/min) by a rapid increase of the CIS temperature (from 10 °C
to 300 °C at 12 °C/s). The temperatures of the transfer line and the ion source were 300 and
280 °C, respectively. Detection was carried out using electron impact ionisation both at the
scan and selected ion monitoring (SIM) modes. The ions monitored and calculated retention
indices for each compound are summarised in Table 1. Since benzo[b]phenanthro[2,1-
d]thiophéne, the retention index marker for 500.00 (Andersson, 1986), was not available at
the time of measurement, the index values above 400 are extrapolations based on

dibenzothiophene and benzo[b]naphtho[2,1-d]thiophene.

Table 1
Abbreviation, ions monitored, retention times and calculated retention indices for each compound studied.
Selected ions Retention

Compound name Abbreviation (m/2) index® Rt (min)
Benzo[b]thiophene B[b]T 134-89 200.00 9.21
3-Phenylthiophene 3-PhenyIT 160-115 234.30 12.16
Dibenzo[b,d]thiophene DBI[b,d]T 184-139-152 300.00 17.81
Naphtho[2,1-b]thiophene N[2,1-b]T 184-139-152 304.26 18.27
Naphtho[2,3-b]thiophene N[2,3-b]T 184-139-152 308.70 18.75
Benzo[b]naphtho[2,1-d]thiophene B[bIN[2,1-d]T 234-117-232 400.00 28.61
Benzo[b]naphtho[1,2-d]thiophene B[b]N[1,2-d]T 234-117-232 404.72 29.12
2-(2-Naphtyl)benzothiophene 2-(2-Naphtyl)BT 260-258-130 439.26 32.85
Benzo[b]phenanthro[9,10-d]thiophene  B[b]ph[9,10-d]T 284-282-252 497.22 39.11

(1) For calculation of the retention index, see Andersson, 1986.

3. Results and Discussion

3.1. SBSE-TD-GC-MS analysis of spiked stir bar

A simplified procedure was assessed for PASHs identification purposes. Solution
standards used for SBSE analyses were directly added onto the stir bar and the detection by
TD-GC-MS was then performed in the scan and SIM modes. The retention time for each

compound was recorded (Fig. 2).
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Fig. 2. Chromatogram obtained from standard PASHSs (1 ng/uL of each) by SBSE-TD-GC-MS.

3.2. Extraction time profiles

Since SBSE is an equilibrium-extraction method, the maximum amount of analyte that

can be extracted by the stir bar is reached at the equilibrium time (Prieto et al., 2007). The

extraction time profiles of the analytes studied were investigated by stirring spiked

(100 ng/L) seawater samples for different extraction periods (30 min-24 h) under the

selected conditions: a 100 mL sample volume, 20 mm x 0.5 mm stir bar, 700 rpm and
ambient temperature (21 °C). Fig. 3 demonstrates the extraction time profiles for eight

compounds and it can be seen that equilibrium was reached for the more volatile

compounds (and presumably more water soluble compounds) (3-phenylthiophene,
benzo[b]thiophene) after 2 h, while a 6 h period was needed for the other compounds (Fig.
3). Taking into account the time needed for all the analytes to achieve equilibrium, a 6 h

extraction period was selected for subsequent samplings.
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Abundance
X 10°

Fig. 3. Extraction time profiles for selected PASHSs at 100 ng/L. Conditions: 100 mL sample, 47 uL PDMS,
stir rate 700 rpm and ambient temperature (21°C). The extract was then analyzed by TD-GC-MS. Three
replicates.

3.3. Limits of detection, limits of quantification, and linearity

The validation of the complete SBSE-TD-GC-MS method was done by examining the
linearity and the limits of detection. The results can be seen in Table 2. The linearity of the
method was evaluated at seven levels of concentration (0.5, 1, 5, 10, 20, 50 and 100 ng/L),
by extracting spiked seawater samples, and n = 3 replicates per level were performed.
Calibration using the SBSE technique gave a satisfactory result, with a correlation
coefficient (R?) ranging between 0.975 and 0.993 for all analytes. A comparison of some
works developed for monitoring PASHs in seawater shows that the detection limits for a
100 mL sample are particularly low (between 0.1 and 0.2 ng/L). Avino et al. (2009) used
SPE in combination with GC-MS and a seawater sample of 100 mL to obtain an LOD of
0.05 and 0.06 pg/mL for dibenzothiophene and benzothiophene respectively. Gimeno et al.
(2002) also used SPE coupled with HPLC-FD and a seawater sample of 25 mL to obtain an
LOD between 0.001-0.1 pg/L. Thus it seems clear that SBSE reaches considerably lower

detection limits for seawater samples.
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Table 2
Limits of detection and quantification (LOD and LOQ, in ng/L), and
correlation coefficients (R?) of the calibration curves (from 0.5 to 100 ng/L).

Compounds (R?) LOD (ng/L) LOQ (ng/L)
B[b]T 0.990 0.04 0.1
3-PhenylT 0.988 0.04 0.1
DB[b,d]T 0.989 0.04 0.1
N[2,1-b]T 0.988 0.05 0.1
N[2,3-b]T 0.986 0.05 0.1
B[bIN[2,1-d]T 0.992 0.03 0.1
B[bIN[1,2-d]T 0.993 0.03 0.1
2-(2-Naphtyl)BT 0.975 0.07 0.2
B[b]ph[9,10-d]T 0.977 0.07 0.2

3.4. Analysis of PASHs in the WAF and WSF

The PASHs were quantified by SBSE-TD-GC-MS in the water accommodated
fractions and the water soluble fractions prepared with an oil/water ratio of 1:100 000. The
analysis, in combination with the calibration solution, made it possible to identify eight of
the nine compounds (Table 3) as occurring in the aqueous phase. SBSE-TD-GC-MS
analyses of these analytes in the WAF and WSF have shown that there are no differences
between WAF and WSF for the compounds of low volatility (3-5 rings) (Fig. 4). For 3-
phenylthiophene and benzo[b]thiophene (2 rings) the concentration was slightly lower in the
WSF.

Table 3
Concentration of PASHs in WAF and WSF of an Arabian Light crude oil after 6 h-extraction period.
No. of Water soluble fraction Water accommodated fraction
rings  Compounds [PASHs] ng/L R.S.D.(%),n=3 [PASHs]ng/L R.S.D.(%),n=3
2 B[b]T 139 29 181 15
2 3-PhenylT 301 3 689 4
3 DB[b,d]T? 1255 3 1238 4
3 N[2,1-b]T 3.58 16 3.54 2
3 N[2,3-b]T 1.05 10 0.84 11
4 B[bIN[2,1-d]T 9.04 2 8.28 5
4 B[bIN[1,2-d]T 2.51 5 2.16 4
4 2-(2-Naphtyl)BT nd nd nd nd
5 B[b]ph[9,10-d]T 0.32 29 0.30 40

Nd: Not determined.
& Coelution between DB[b,d]T and N[1,2-b]T may occur (Andersson and Schmid, 1995).
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Fig. 4. Analysis of PASHSs in the WAF and WSF of an Arabian Light crude oil by SBSE-TD-GC-MS. Mean of
three replicates.

3.5. Analysis of PAHSs in the WSF by LLE and SBSE procedures

The PAHs were quantified using the LLE and SBSE methods in the water soluble
fractions (WSF) prepared with an oil/water ratio of 1:100 000. The concentrations of PAHs
in the WSF are presented in Table 4. Fig. 5. shows that the two data sets obtained using two
widely different extraction methods are in excellent agreement, clearly demonstrating that
SBSE can be used in the case under study as an alternative approach for routine analysis of
PACs in seawater samples.

Table 4

Concentration of PAHs in the WAF of Erika oil.

Analyte (Abbreviation) Liquid-liquid extraction Stir bar Sorptive extraction

[PAHSs] ng/L R.S.D. (%) n=3 [PAHs]ng/L R.S.D.(%)n=3

Naphthalene (N) 2962.46 3 3513.57 1.7
Biphenyl (B) 161.38 2 182.00 29
Phenanthrene (Phe) 1932.72 2 2062.54 0.5
Chrysene (Chry) 59.62 9 59.94 8.7
Benzo[a]pyrene (B[a]P) 7.54 17 3.42 5.8
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Fig. 5. Analysis of PAHSs in the WSF of Erika oil by LLE-GC-MS and SBSE-TD-GC-MS methods. Mean of
three replicates. N: naphthalene, B: biphenyl, Phe: phenanthrene, Chry: chrysene, B[a]P: benzo[a]pyrene.

3.6. Comparison between LLE and SBSE

The overall time for carrying out the SBSE was far less than that required for LLE for
the same number of samples, which reduces the risk of contamination. The SBSE procedure
is simple, fast and uses lower volumes of solvents than LLE (Table. 5). Evaporation and
reconstitution steps required in LLE prior to injection to the GC-MS system are avoided in
SBSE, which may be particularly desirable for the quantification of volatile compounds.
However, one of the drawbacks of SBSE is related to the coating of stir-bars. The non-polar
PDMS is at present the only polymer commercially available as a coating for stir-bars.
Recovery of polar analytes is poor and often in situ derivatisation is needed to increase
extraction yields (Bicchi et al., 2009; Itoh et al., 2005; Montero et al., 2005; Prieto et al.,
2010). In addition, the coated stir bar cannot be desorbed directly in the injection port of a
gas chromatograph. Hence the analytes have to be back extracted into a suitable solvent or
an additional equipment (TDU) needs to be used (Prieto et al.,, 2010; Quintana and
Rodriguez, 2006; Sanchez-Rojas et al., 2009).

Table 5

Comparison between SBSE and LLE.

Estimations Liquid-liguid extraction Stir bar sorptive extraction
Time demand 8 h for 1-5 samples 5 min for each sample
Volume of solvent 340 mL for each sample 10 mL for each sample
Time of analysis 1h 1h

Materials Special gassware Bottles 125 mL
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Drying agent (Na,SO,) Stir bars
Gas (N,)
Apparatus rotaevaporator magnetic stirrer
GC-MS TD-GC-MS
FOvEEGES Sl Suitable for complex matrice Suitable for complex matrice
drawbacks
Large volume of toxic solvent Reduced solvent consumption
Risk of contamination Reduced risk of contamination
Large volume sample (1 L) Small amount of sample (100 mL)
No additional equipment for GC-MS Additional equipment for GC-MS (TDU)
Loss of volatile compounds Reduced loss of volatile compounds

Recovery of polar compounds is poor

3.7. Application of the developed method to a real-world sample

The SBSE-TD-GC-MS method was successfully applied to the analysis of PASHSs in
an environmental sample. A seawater sample collected in a harbour area (Brest, Finistere,
France) was extracted, using stir bars as described above, and the concentration of the
PASHs was analysed by the proposed method (n = 3). We also targeted the substituted
dibenzothiophenes (C;-, C,- and Cs- DBT) because they are useful markers for both
geochemical and environmental investigations (Hegazi and Andersson, 2007a, Hegazi and
Andersson, 2007b; Wang and Fingas, 1997) (Table. 6).

Table 6
Identification and quantification of PASHs in natural seawater sampled in a commercial harbour.

Commercial harbour

Number Compounds

[PAHSs] ng/L R.S.D. (%),n=3

1 B[b]T 7.68 4.2

2 3-PhenylT 0.29 25.3

3 DBI[b,d]T 4.19 2.9

4 C,-DBT 7.87 5.4

5 C,-DBT 5.54 5.7

6 Cs-DBT 2.18 10.2

7 N[2,1-b]T not found not found

8 N[2,3-b]T 0.03 0.0

9 B[bIN[2,1-d]T 0.14 10.7
10 B[b]N[2,1-d]T 0.05 12.4
11 2-(2-Naphtyl)BT not found not found
12 B[b]ph[9,10-d]T 0.15 19.9

4. Conclusions
As shown by the results presented here, stir bar sorptive extraction (SBSE) combined
with TD-GC-MS analysis proved to be a powerful tool for the analysis of PASHSs dissolved

in seawater. The excellent limits of detection and quantification obtained from only 100 mL
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sample volume, the good linearity, and simplicity make this technique a promising tool for
the determination of target analytes in real seawater samples. This method can be
considered as an alternative approach to other analytical methods, which employ LLE, SPE
and SPME, for the routine analysis of polycyclic aromatic compounds in seawater samples.
The disadvantage of SBSE with respect to the SPME technique resides in the fact that a
whole automation of the extraction and analysis is not possible at the present time. Naturally
the technique should be equally well suited to similar groups of compounds such as other
polycyclic aromatic compounds since their physicochemical properties are similar to those

of the compounds studied here.
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Publication n°2 : Caractérisation des systémes eaux-pétroles par ''stir bar sorptive
extraction” (SBSE) couplée a la chromatographie en phase gazeuse (GC) et a la
spectrométrie de masse (MS).

Résumé

Lors des derniers déversements accidentels d’hydrocarbures en mer, le besoin de
connaitre aussi, précisément que possible la contamination chimique de la colonne d’eau
ainsi que son degré s’est fait ressentir. Ce fut particulierement le cas lors de I’accident de la
plateforme "Deepwater Horizon" notamment du fait de 1’utilisation intensive de Ia
dispersion chimique en tant que technique de lutte. Méme a de tres faibles niveaux de
concentration les hydrocarbures, et en particulier les aromatiques polycycliques (HAP) et
leurs analogues soufrés (HAPS), présentent un risque écotoxicologique important du fait de
leurs propriétés cancérigenes et mutagenes. Leur présence dans le milieu marin impacte la
faune et la flore, et par voie de conséquence, peut nuire a I’homme. Il s’avere donc
nécessaire de mettre au point des méthodologies analytiques sensibles et spécifiques qui
restent facile de mise en ceuvre afin de permettre 1’analyse d’un nombre important

d’échantillons.

La plupart des travaux realisés sur les HAP décrivent des outils et des protocoles
analytiques qui ne portent que sur les 16 HAP décrits dans la liste de I’'US-EPA. Rares sont
les études qui s’intéressent a une plus large gamme de ce type de molécules. C’est dans ce
cadre que s’inscrit ce travail avec la présentation d’une méthodologie en SBSE-TD-GC-MS
permettant 1’identification et la quantification de 52 molécules ou groupe de molécules
appartenant aux familles des HAP, HAPS et de leurs dérives alkylés. Le travail a consisté a
qualifier la méthodologie en termes de linéarité et de limites de détection. Pour ce faire,
chaque molécule a été étudiée individuellement permettant la définition de parametres
analytiques couvrant I’ensemble des HAP, HAPS et alkylés d’intérét. Si cette méthodologie
a permis de quantifier ces molécules polyaromatiques dans des WAF et des WSF réalisées
au laboratoire a partir d’un pétrole brut, elle reste a étre validée sur des matrices eau de mer

provenant directement du milieu naturel.
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Abstract

The latest oil spills have shown an increasing demand for detailed assessments of the
chemical contamination introduced into the water column. This is particularly true for the
Deepwater Horizon incident, for which chemical dispersion of the oil was largely used as an
emergency response. Even at low concentrations resulting from dilution processes,

hydrocarbons are known to generate impacts, and health questions can be raised.

When spilled at sea, a crude oil is subjected to weathering processes such as
evaporation, emulsification, photo-oxidation and dispersion in the water column under
natural conditions. Many oil compounds are dissolved in seawater, such as the polycyclic
aromatic compounds (PACs) which represent a category of compounds known as highly
toxic and that can cause both short- and long-term effects. Therefore, it is of major interest
to be able to characterize any contamination of the water column by this family of chemical
compounds, both quantitatively and qualitatively. Several methods have been applied to the
determination of PACs (from 16 to 21 compounds) in aqueous sample but no work which
focuses on the analysis of a large number of dissolved PACs has been published to our
knowledge. In this context, we present a new method of analysis by stir bar sorptive
extraction technique and thermal desorption coupled to capillary gas chromatography-mass
spectrometry (SBSE-TD-GC-MS) fully dedicated to the analysis of 52 compounds or
groups of compounds. This protocol was successfully applied to the analysis of PACs in the
water accommodated fraction (WAF) and water soluble fraction (WSF) of seawater samples
prepared in the laboratory from a crude oil.
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Keywords: Capillary GC-MS, Polycyclic aromatic compounds (PACs), Thermal desorption (TD), Stir bar

sorptive extraction (SBSE), Seawater.
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1. Introduction

The presence of semi-volatile contaminants in aqueous samples has been routinely
determined by liquid-liquid extraction (LLE), solid phase extraction (SPE) or solid-phase
microextraction (SPME). A novel approach using sorptive extraction was introduced by
Baltussen et al. (1999). This technique uses a stir bar coated with polydimethylsiloxane
(PDMS) and was named stir bar sorptive extraction (SBSE). Like the SPME method, SBSE
is a solventless enrichment technique. It is based on the sorption of analytes onto a thick
film of polydimethylsiloxane (PDMS) coated on a stir bar. After extraction, the analytes are
generally thermally desorbed from the stir bar and immediately transferred to a capillary
column of a gas chromatograph. SBSE methods have been successfully applied to the
determination of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) in aqueous samples (Garcia-
Falcon et al., 2004; Kolahgar et al., 2002; Popp et al., 2001), but no application of SBSE for
the analysis of PAHs, PASHs (polycyclic aromatic sulfur heterocycles) and alkylated
derivatives in seawater has been reported. Thus, this article proposes an extraction method
using stir bar sorptive extraction (SBSE) coupled to GC-MS to determine polycyclic
aromatic compounds (PACSs) in the water accommodated fraction (WAF) and water soluble

fraction (WSF) of seawater samples prepared in the laboratory from a crude oil.

2. Experimental set-up

2.1. Standard solutions

The solutions were prepared from certified reference materials purchased from LGC
Standards (Molsheim, France): CUS 9305, which contains nineteen PAHs and two PASHs
at a concentration of 100 pg/mL in methanol, and CUS 9207, which contains the
corresponding internal standards: naphthalene-dg, biphenyl-dyo, phenanthrene-dyo, chrysene-
di» and benzo[a]pyrene-d;, at a concentration of 1 pug/mL in acetone. In addition, six PASHs
and eight alkylated derivatives were synthesized in one of our laboratories (Institute of
Inorganic and Analytical Chemistry, 2012) and prepared at a concentration of 100 pug/mL in

methanol.

2.2. Preparation of WAF and WSF

The water accommodated fraction (WAF) was prepared according to guidelines
established by CROSSERF (Singer et al., 2000). This experiment was conducted in order to
transfer molecules from the oil to the water phase only by solubilization. The principle of
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this experiment was to introduce oil at the water surface of a closed flask. To avoid
significant transfer to the air phase, the headspace had to be less than 25% of the whole
volume of the flask. The oil/water ratio was set at 1:100 000 (10 mg of oil for 1 L of
seawater), and agitation was ensured using a magnetic stirrer. This agitation was set at a
minimum level to prevent oil from being dispersed in the water column. The experimental
device was set up in an air-conditioned room at 21 °C for 24 h to reach equilibrium. The oil
used was an Arabian Light crude oil. Finally, samples were collected through a tap located
approximately 3 cm above the bottom of the flask. The water soluble fraction (WSF) was
prepared according to the same procedure but in an open flask. Evaporation thus took place
in conditions closer to those encountered in the event of an oil spill at sea.

2.3. Stir bar sorptive extraction procedure

Compounds were extracted by introducing the polymethylsiloxane coated stir bar
(0.5 mm film thickness, 20 mm length, Twister, Gerstel, Milheim an der Ruhr, Germany)
into 100 mL of seawater sample, to which 10 mL of methanol containing the five
perdeuterated internal standards at a concentration of 1 ng/mL was added. Samples were
stirred at 700 rpm at room temperature for 6 h. After extraction, the stir bar was removed
with clean tweezers, dried with lint-free tissue and placed in the automatic sampler in order
to thermally desorb the compounds. Prior to use, the stir bars were conditioned in an empty
thermal desorption tube at 300 °C for 4 h with helium flow at a flow desorption rate of
50 mL/min.

2.4. Thermal desorption and GC-MS conditions

The PAHs and PASHs were identified and quantified using a Thermal Desorption
Unit (TDU) combined with a Cooled Injection System (CIS) from Gerstel (Mulheim an der
Ruhr, Germany) mounted on a 7890 Agilent GC system coupled to an Agilent 5975 mass
spectrometer (Agilent Technologies, Little Falls, DE, USA). The analytical system was
equipped with an automated sampler MPS2 (Gerstel). Desorption was achieved at 280 °C
for 10 min under a helium flow of 50 mL/min in the splitless mode and with a transfer line
maintained at 300 °C. The desorbed compounds were cryofocused in the cooled injection
system (CIS-4, Gerstel) at 10 °C and then transferred to the HP-5 MS column (30 m X
0.25mm i.d. x 0.25 um film thickness, constant helium flow of 1 mL/min) by a rapid
increase of the CIS temperature (from 10 °C to 300 °C at 12 °C/s). The oven temperature
program was: from 50 °C (1 min) to 150 °C at 10 °C/min, and then to 320 °C (5 min) at
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5 °C/min. A Selected lon Monitoring (SIM) mode acquisition method, with two, three or

four characteristic ions, was chosen for the detection of the analytes. The target compounds,

the selected SIM ions and the retention times under the given experimental conditions are

listed in Table 1.

Table 1

Abbreviation, retention times and selected SIM ions for the investigated compounds.

Compound name Abbreviation Rt (min) Selected ions (m/z)
Naphthalene-dg N-dg 9.10 136-135
Naphthalene” N 9.13 128-127-102
Benzo[b]thiophene B[b]T 9.26 134-89
2-Methylbenzothiophene 2-MBT 10.72 147-148-115
5-Methylbenzothiophene 5-MBT 10.84 147-148-115
Biphenyl- dyo B-dyo 11.81 164-162
Biphenyl B 11.87 154-153-152-76
3-Phenylthiophene 3-PhenylT 12.36 160-115
Acenaphthylene” Acy 12.96 152-151-76
Acenaphthene” Ace 1351 154-153-152-76
Fluorene” F 15.11 166-165
Phenanthrene-d;g Phe-d;q 18.49 188-187
Dibenzo[b,d]thiophene DB[b,d]T 18.08 184-139-152
Phenanthrene” Phe 18.56 178-176-152
Anthracene” Ant 18.74 178-176-152
Naphtho[2,3-b]thiophene N[2,3-b]T 19.04 184-139-152
2-Methyldibenzothiophene 2-MDBT 20.23 198-194
4-Methyldibenzothiophene 4-MDBT 19.88 198-194
4,6-Dimethyldibenzothiophene 4,6-DMDBT 21.69 212-211
2,7-Dimethyldibenzothiophene 2,7-DMDBT 22.46 212-211
4,6-Diethyldibenzothiophene 4,6-DEDBT 24.78 225-240
2,4,6,8-Tetramethyldibenzothiophene 2,4,6,8-TMDBT 25.67 240-225
Fluoranthene™ Fluo 23.55 202-200-201
Pyrene” Pyr 24.46 202-200-201
Chrysene-d;, Chry-dy, 30.06 240-239
Benzo[b]naphtho[2,1-d]thiophene B[bIN[2,1-d]T 28.88 234-117-232
Benzo[b]naphtho[1,2-d]thiophene B[bIN[1,2-d]T 29.30 234-117-232
Benzo[a]anthracene” B[a]Ant 29.99 228-206-227
Chrysene” Chry 30.16 228-206-227
2-(2-Naphthyl)benzothiophene 2-(2-Naphthyl)BT 33.15 260-258-130
Benzo[a]pyrene-d;, B[a]Pyr-di, 35.80 264-263
Benzo[b+k]fluoranthene” B[b+k]Fluo 34.65 252-250-126
Benzo[e]pyrene Ble]Pyr 35.70 252-250-126
Benzo[a]pyrene” B[a]Pyr 35.89 252-250-126
Perylene P 36.22 252-250-126
Benzo[b]phenanthro[9,10-d]thiophene B[b]ph[9,10-d]T 39.29 284-282-252
Indeno[1,2,3-cd]pyrene” I[1,2,3-cd]Pyr 39.99 276-138
Dibenzo[a,h]anthracene” DBJ[a,h]Ant 40.17 278-276-139
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Benzo[ghi]perylene”

B[ghi]P

40.80

276-138

Surrogates used for quantification in italics, corresponding to quantified compounds below.
* Priority contaminants selected by the US Environmental Protection Agency (EPA).

3. Results and discussion

3.1. Calibration curves and linearity

The linearity of the method was determined from 7 levels of concentration (0.1, 0.5, 1,

5, 10, 50 and 100 ng/L) with three repetitions per level. Correlation coefficients (R%) were

higher than 0.99 for the majority of compounds studied (Table 2).

3.2. Limits of detection, limits of quantification and recovery

The limits of detection and quantification were calculated according to the calibration

curve method. As shown in Table 2, detection limits were in the range from 0.01 to
0.04 ng/L and quantification limits from 0.03 to 0.1 ng/L.

Table 2

Limits of detection and quantification (LOD and LOQ, in ng/L), correlation coefficients (R?) of the

calibration curves (from 0.1 to 100 ng/L) for the investigated compounds.

Compounds (R%) LOD (ng/L) LOQ (ng/L)
N 0.995 0.03 0.1
B[b]T 0.994 0.03 0.1
2-MBT 0.996 0.03 0.1
5-MBT 0.996 0.03 0.1
B 0.997 0.02 0.1
3-PhenylT 0.995 0.03 0.1
Acy 0.996 0.03 0.1
Ace 0.997 0.03 0.1
F 0.996 0.02 0.1
DB[b,d]T 0.997 0.02 0.1
Phe 0.997 0.03 0.1
Ant 0.998 0.01 0.04
N[2,3-b]T 0.996 0.02 0.1
2-MDBT 0.998 0.01 0.05
4-MDBT 0.998 0.02 0.1
4,6-DMDBT 0.998 0.01 0.04
2,7-DMDBT 0.998 0.01 0.04
4,6-DEDBT 0.984 0.04 0.1
2,4,6,8-TMDBT 0.997 0.01 0.03
Fluo 0.998 0.01 0.04
Pyr 0.998 0.01 0.04
B[bIN[2,L-d]T 0.998 0.01 0.04
B[bIN[L,2-d]T 0.998 0.01 0.04
B[a]Ant 0.999 0.01 0.03
Chry 0.998 0.01 0.05
2-(2-Naphthyl)BT 0.997 0.01 0.04
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B[b+k]Fluo 0.996 0.02 0.1
B[e]Pyr 0.997 0.02 0.1
B[a]Pyr 0.995 0.03 0.1
P 0.996 0.02 0.1
B[b]ph[9,10-d]T 0.992 0.02 0.1
I[1,2,3-cd]Pyr 0.988 0.01 0.04
DB[a,h]Ant 0.988 0.01 0.03
B[ghi]P 0.993 0.01 0.04

The absolute recovery of the internal standards using the SBSE-TD-GC-MS method
was calculated by analysing pre-spiked stir bars (Table 3). Internal standards were directly
added onto the stir bar, in the same quantity as with the regular protocol. The recovery of
internal standards, considered as representative of the whole method, was calculated by
comparing the response (area) of the equipment using the regular protocol relatively to the
spiked bar, which represented 100% of the internal standards introduced at the beginning of

the sample preparation.

Table 3
Recovery (%) of internal standards at 100 ng/L (n = 3).
100 ng/L
Internal standards Recovery (%) R.S.D. (%)
N-dg 66 20
B-dyo 69 5
Phe-dyg 70 2
Chry-d;, 72 13
B[a]Pyr-d;, 58 23

R.S.D.: Relative standard deviation.

3.3. Analysis of PACs in the WAF and WSF

The SBSE procedure was applied for determining the polycyclic aromatic compounds
(PACs) in the water accommodated fraction and water soluble fraction of seawater samples.
Alkylated derivatives, which are not available in the standard solutions, were quantified as
groups (Fig. 1). This quantification was performed with the approximation that the response
factors for alkylated homologue are equal to the response factor of the appropriate parent
(Burkhardt et al., 2005).

SBSE-TD-GC-MS analyses of PACs in the WAF and WSF have shown that
naphthalenes and alkylated benzothiophenes are the dominant semi-volatile compounds
because of their relatively high solubility in water. Higher PACs (4 rings and more) make

up only a very small proportion of the WAF or WSF (Faksness et al., 2008) (Fig. 1).
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These results illustrate the flexibility of the method that enables the quantification of
compounds from the ng/L level, characteristic of high molecular weight PACs, to around
80 000 ng/L as typical for the most abundant and soluble PACs contained in petroleum
products. This linearity of the method over a very wide range of concentrations was
previously demonstrated (Balcon et al., 2011). The fields of applications are consequently
large, from the monitoring of baseline levels to significant levels of contamination as

generally observed during oil spills.
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Arabian Light crude oil

B WSF: Water solube fraction

WAF: Water acommodated fraction
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Fig. 1. Analysis of PACs and alkylated PACs in the WAF and WSF of an Arabian Light crude oil.
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4. Conclusions

The proposed SBSE-TD-GC-MS method for the determination of polycyclic aromatic
compounds (PACs) has been validated for the water accommodated fraction (WAF) and the
water soluble fraction (WSF) of seawater samples prepared in the laboratory from a crude
oil. Moreover, in addition to the PAHs commonly quantified, PASHs and alkylated
compounds were investigated in this study. The good LOD, quantification (on the sub-ng
level), linearity, the simplicity and automation make this technique the right tool for the

analysis of these compounds in seawater.
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Publication n°3 : Développement d'une méthodologie pour la détermination des HAP
et HAPS dissous dans I'eau de mer par "'stir bar sorptive extraction™ (SBSE) couplée a
la chromatographie en phase gazeuse et a la spectrométrie de masse (GC-MS).

Résumé

Cette étude détaille la mise au point d’une méthodologie d’extraction et d’analyse par
SBSE-TD-GC-MS pour la détermination des hydrocarbures polyaromatiques (HAP, HAPS
et de nombreux dérivés alkylés) dans 1’eau de mer. Les variables influencant la réponse
chromatographique, tels que le temps d'extraction, la température, le temps de désorption, le
temps et la température de "cryofocusing™ ont été étudiées. Sur des échantillons de 100 mL
d’eau de mer dopées aux molécules d’intérét, le travail a consisté a vérifier la linéarité ainsi
que les limites de détection de la méthodologie (inférieures a 0,05 ng/L). Puis, elle a été
utilisée pour rechercher et quantifier ces molécules dans des WAF et des WSF préparées
avec de I’eau de mer et du pétrole brut, et ceci, pour une gamme de concentrations allant de
0,2 a 80 000 ng/L. Cette méthodologie a ensuite été appliquée avec succes lors de ’analyse
d’échantillons prélevés dans le milieu naturel. Si les résultats caractérisent une
contamination d’ordre chronique, elle reste des plus pertinentes dans un contexte accidentel
au cours duquel les concentrations en HAP, HAPS et en leurs dérives alkylés chutent

brutalement du fait du pouvoir de dilution infini du domaine océanique.
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Development of a method for the determination of dissolved PAHs and PASHs in
seawater, using stir bar sorptive extraction (SBSE)-thermal desorption (TD)-gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS).

Rami Kanan &%, Stéphane Le Floch Y, Julien Guyomarch ), Karyn Le Menach @, Jan T.
Andersson @ and Héléne Budzinski @

M Cedre-715, Rue Alain Colas/CS 41836-29218 Brest Cedex2, France
@ University of Bordeaux1- EPOC-LPTC-351, cours de la Libération 33405 Talence Cedex, France
®Institute of Inorganic and Analytical Chemistry, University of Muenster, Corrensstrasse 30, D-48149
Muenster, Germany

Abstract

A method for the determination of polycyclic aromatic compounds (polycyclic
aromatic hydrocarbons and polycyclic aromatic sulphur heterocycles) in seawater samples
has been developed using stir bar sorptive extraction and thermal desorption coupled to
capillary gas chromatography mass spectrometry (SBSE-TD-GC-MS). The extraction and
analytical conditions, such as extraction time, desorption temperature and time and
cryofocusing temperatures were optimised. Using 100 mL of seawater, the proposed method
is sensitive, simple and shows good linearity and detection limits lower than 0.05 ng/L. The
present SBSE-TD-GC-MS was applied for the analysis of polycyclic aromatic compounds
(PACs) in three different aqueous phases: in the lab, water accommodated fraction (WAF)
and water soluble fraction (WSF); in the field, natural seawater was collected in a harbour

area (Brest, Finistere, France).

Keywords: Capillary GC-MS, Polycyclic aromatic compounds (PACs), Thermal desorption (TD), Stir bar
sorptive extraction (SBSE), Seawater.

: Corresponding author. Tel.: +33 540006998; fax: +33 540002267
E-mail addresses: r.kanan@epoc.u-bordeauxl.fr
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1. Introduction

The presence of organic contaminants in the aquatic environment has been increasing
in recent decades, mainly because of increased human activities. Many of these
contaminants have a tendency to bioaccumulate and present low biodegradation rates and
consequently could represent a risk to the environment and human health. In this context,
strict regulations for the control of contaminant concentration levels in the environment
have been established. In the field of water policy, the European Union adopted the Water
Framework Directive (WFD, 2000/60/EC). This Directive considers water management in a
wide manner, seeking to prevent any future deterioration of water bodies, as well as the
protection and improvement of the state of marine ecosystems in order to obtain a quality

status of water bodies (European Parliament and Council, 2000).

Among the major chemical contaminants in our environment, polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHSs) constitute a large class of organic compounds. Their sulfur analogues
are called polycyclic aromatic sulfur heterocycles (PASHs). Most PAHs are toxic but, on
the basis of their occurrence and carcinogenicity, only 16 of them have been selected as
priority contaminants by the US Environmental Protection Agency (EPA) (Nieva-Cano et
al., 2001). Like PAHs some PASHSs are carcinogenic and/or mutagenic as well (Andersson
and Schmid, 1995; MacFall et al., 1984; Mdssner and Wise, 1999). These compounds
penetrate directly into the aquatic environment mainly by anthropogenic processes such as
in industrial effluents or oil spills, being common in petroleum products (Andersson and
Sielex, 1996).

One of the main problems for the analysis of dissolved hydrophobic organic
contaminants in aqueous samples is the low concentrations at which these analytes are
present. Consequently, it is necessary to use a preconcentration step prior to their analysis.
Among the different preconcentration procedures found in the literature, stir bar sorptive
extraction (SBSE) has proved in recent years its potential for the analysis of organic
contaminants in aqueous samples. This technique consists of the sorption of nonpolar
solutes present in aqueous samples onto a polydimethylsiloxane (PDMS) stir bar. It is based
on the same principles as solid-phase microextraction (SPME), thus partitioning coefficients
of the solutes between the sample and an extraction phase (Baltussen et al., 1999; Pérez-
Carrera et al., 2007; Prieto et al., 2007, 2010). SBSE presents advantages over liquid-liquid

(LLE) and solid-phase extraction (SPE) because very small volume of organic solvent is
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used and small sample volumes can be analyzed. Compared with solid-phase
microextraction (SPME), lower detection limits, higher extraction capacity, and better
recoveries can be achieved (Baltussen et al., 2002; Blasco et al., 2004; David and Sandra,
2007; Popp et al., 2003).

Stir bar sorptive extraction has been applied to the determination of polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHS) in aqueous samples (Garcia-Falcon et al., 2004; Leon et al.,
2003, 2006; Liu et al., 2004; Popp et al., 2001, 2003, 2004; Serddio and Nogueira, 2004)
but no work which focuses on the analysis of PAHs, PASHs and corresponding alkylated
homologues by SBSE has been published to our knowledge. Thus, this article proposes an
extraction method using stir bar sorptive extraction (SBSE) coupled to GC-MS to determine
polycyclic aromatic compounds (PACs) in seawater. Variables affecting the chromato-
graphic response such as extraction time, desorption temperature and time and cryofocusing
temperatures were optimised. The effect of other extraction conditions such as stirring rate,
organic modifier addition, salting-out effect, sample and phase volumes were not optimized.
They were only selected according to several published studies (Brossa et al., 2005; Heurtas
et al., 2007; Kolahgar et al., 2002; Leon et al., 2003; Liu et al., 2005; Prieto et al., 2007;
Pérez-Carrera et al., 2007; Quintana et al., 2007; Roy et al., 2005; Sachez-Avila et al.,
2010; Yu and Hu, 2009; Yu et al., 2009).

Finally, the method was successfully applied to the analysis of PACs in the water
accommodated fraction (WAF) and water soluble fraction (WSF) of seawater samples
prepared in the laboratory from a crude oil and in a natural seawater sample collected in a
commercial harbour (Brest, Finistere, France).

2. Experimental set-up

2.1. Standard solutions

The solutions were prepared from certified reference materials purchased from LGC
Standards (Molsheim, France): CUS 9305, which contains nineteen PAHs and two PASHSs
at a concentration of 100 pg/mL in methanol, and CUS 9207, which contains the
corresponding internal standards: naphthalene-dg, biphenyl-dyo, phenanthrene-dyo, chrysene-
di» and benzo[a]pyrene-d;, at a concentration of 1 pg/mL in acetone. In addition,

six PASHs and eight alkylated derivatives were synthesized in one of our laboratories
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(Institute of Inorganic and Analytical Chemistry, 2012) and a solution at a concentration of
100 pg/mL in methanol was prepared. A mixture of these standard solutions containing all
analytes was prepared in methanol. Compound names and abbreviations mentioned in this

study are summarized in Table 1.

2.2. Preparation of WAF and WSF

The water accommodated fraction (WAF) was prepared according to guidelines
established by the Chemical Response to Oil SpillS: Ecological Research Forum
(CROSSERF) (Singer et al., 2000). This experiment was conducted in order to transfer
compounds from the oil to the water phase only by solubilization. The principle of this
experiment was to introduce oil at the water surface of a closed flask. To prevent significant
transfer to the air phase, the headspace had to be less than 25% of the whole volume of the
flask. The oil/water ratio was set at 1:100 000 (10 mg of oil for 1 L of seawater), and
agitation was ensured using a magnetic stirrer. This agitation was set at a minimum level to
prevent oil from being dispersed in the water column. The experimental device was set up in
an air-conditioned room at 21 °C for 24 hours to reach equilibrium. The oil used was an
Arabian Light crude oil. Finally, samples were collected through a tap approximately 3 cm
above the bottom of the flask. The water soluble fraction (WSF) was prepared according to
the same procedure but in an open flask. Evaporation thus took place in conditions closer to

those encountered in the event of an oil spill at sea.

2.3. Sample collection

Natural seawater was sampled from the commercial harbour (Brest, Finistere, France)
in the month of December 2010 at mid tide. The sample was collected in an amber-glass
bottle (500 mL) and placed in a cooler maintained at 4 °C. Prior to the extraction, the sample
was divided in 3 x 100 mL. In order to determine the total concentrations of analytes in
these samples (triplicate), including both dissolved and particulate-bound chemicals, the

seawater was used directly, without preliminary filtration.

2.4. Extraction of analytes

Extraction was performed with 20 mm long x 0.5mm PDMS film thickness
commercial stir bars (Twister®) supplied by Gerstel (Miilheim an der Ruhr, Germany). Prior
to use, the stir bars were conditioned in an empty thermal desorption tube at 300°C for 4 h
with helium flow at a flow desorption rate of 50 mL/min. Stirring was carried out using a 15

position magnetic stirrer (Gerstel). After the stirring period, the bars were recovered, rinsed
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with distilled water, dried over paper and placed in the automatic sampler in order to
thermally desorb the compounds. Prior to the extraction by SBSE, a 100 mL water sample
(spiked or natural) was added with 10 mL of methanol containing the five perdeuterated

internal standards at a concentration of 1 ng/mL.

2.6. Instrumentation and analytical conditions

The PAHs and PASHs were identified and quantified using a Thermal Desorption
Unit (TDU) combined with a Cooled Injection System (CIS) from Gerstel (MUlheim an der
Ruhr, Germany) mounted on a 7890 Agilent GC system coupled to an Agilent 5975 mass
spectrometer (Agilent Technologies, Little Falls, DE, USA). The analytical system was
equipped with an automated sampler MPS2 (Gerstel). Desorption was achieved at 280 °C
for 10 min under a helium flow of 50 mL/min in the splitless mode and with a transfer line
maintained at 300 °C. The desorbed compounds were cryofocused in the cooled injection
system (CIS-4, Gerstel) at 10 °C and then transferred to the HP-5 MS column (30 m x
0.25mm i.d. x 0.25 um film thickness, constant helium flow of 1 mL/min) by a rapid
increase of the CIS temperature (from 10 °C to 300 °C at 12 °C s™). The oven temperature
program was: from 50 °C (1 min) to 150 °C at 10 °C/min, and then to 320 °C (5 min) at
5°C/min. A Selected lon Monitoring (SIM) mode acquisition method, with two, three or
four characteristic ions, was chosen for the detection of the analytes (Table 1). The target
compounds were quantified respectively to their perdeuterated PACs using a calibration
curve established for each individual compound (from 0.1 ng/L to 100 ng/L).

3. Results and Discussion

3.1. Identification of compounds

A simplified procedure was assessed for PACs identification. Solution and internal
standards used for SBSE analyses were directly added onto the stir bar. Detection by TD-
GC-MS was then performed in the scan mode. The retention time for each compound and
internal standard was identified. From these preliminary analyses, the analytical conditions
applied in SIM (Selected lon Monitoring) mode were optimized and each compound was

characterized by two, three or four representative fragments (Table 1).
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Table 1

Identification of compounds.

Number  Compound name Abbreviation Rt (min) Selected ions (m/z)

1 Naphthalene-dg N-dg 9.10 136-135
2 Naphthalene” N 9.13 128-127-102
3 Benzo[b]thiophene B[b]T 9.26 134-89
4 2-Methylbenzothiophene 2-MBT 10.72 147-148-115
5 5-Methylbenzothiophene 5-MBT 10.84 147-148-115
6 Biphenyl-dy B-dy 11.81 164-162
7 Biphenyl B 11.87 154-153-152-76
8 3-Phenylthiophene 3-PhenyIT 12.36 160-115
9 Acenaphthylene” Acy 12.96 152-151-76
10 Acenaphthene” Ace 13.51 154-153-152-76
11 Fluorene” F 15.11 166-165
12 Phenanthrene-d;q Phe-d;, 18.49 188-187
13 Dibenzo[b,d]thiophene DBI[b,d]T 18.08 184-139-152
14 Phenanthrene” Phe 18.56 178-176-152
15 Anthracene” Ant 18.74 178-176-152
16 Naphtho[2,3-b]thiophene N[2,3-b]T 19.04 184-139-152
17 2-Methyldibenzothiophene 2-MDBT 20.23 198-194
18 4-Methyldibenzothiophene 4-MDBT 19.88 198-194
19 4,6-Dimethyldibenzothiophene 4,6-DMDBT 21.69 212-211
20 2,7-Dimethyldibenzothiophene 2,7-DMDBT 22.46 212-211
21 4,6-Diethyldibenzothiophene 4,6-DEDBT 24.78 225-240
22 2,4,6,8-Tetramethyldibenzothiophene 2,4,6,8-TMDBT 25.67 240-225
23 Fluoranthene” Fluo 23.55 202-200-201
24 Pyrene” Pyr 24.46 202-200-201
25 Chrysene-d;, Chry-dy, 30.06 240-239
26 Benzo[b]naphtho[2,1-d]thiophene B[b]N[2,1-d]T 28.88 234-117-232
27 Benzo[b]naphtho[1,2-d]thiophene B[b]N[1,2-d]T 29.30 234-117-232
28 Benzo[a]anthracene” B[a]Ant 29.99 228-206-227
29 Chrysene” Chry 30.16 228-206-227
30 2-(2-Naphthyl)benzothiophene 2-(2-Naphthyl)BT ~ 33.15 260-258-130
31 Benzo[a]pyrene-d;, B[a]Pyr-d;, 35.80 264-263

32-33 Benzo[b+k]fluoranthene” B[b+k]Fluo 34.65 252-250-126
34 Benzo[e]pyrene B[e]Pyr 35.70 252-250-126
35 Benzo[a]pyrene” B[a]Pyr 35.89 252-250-126
36 Perylene P 36.22 252-250-126
37 Benzo[b]phenanthro[9,10-d]thiophene  B[b]ph[9,10-d]T 39.29 284-282-252
38 Indeno[1,2,3-cd]pyrene” 1[1,2,3-cd]Pyr 39.99 276-138
39 Dibenzo[a,h]anthracene” DBJa,h]Ant 40.17 278-276-139
40 Benzo[ghi]perylene” B[ghi]P 40.80 276-138

Surrogates used for quantification in italics, corresponding to quantified compounds below.

Target ion used for quantification, in first position.
* Priority contaminants selected by the US Environmental Protection Agency (EPA).
Rt: Retention time.
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As regards alkylated PACs, which are not available in most standard solutions but
abundant in petroleum products, particularly crude oil, SIM parameters were obtained from

the qualitative analyses of the water accommodated fraction (WAF).
3.2. Selection of extraction conditions

3.2.1 Influence of main parameters
Several parameters affected the extraction step, mainly the extraction time, addition of
an inert salt or an organic modifier, stirring speed, sample volume and the volume of the

sorbent phase.

Inert salts such as sodium chloride (NaCl) may be added to achieve higher polar solute
recoveries: NaCl reduces the solute's water solubility and increases the partitioning
coefficient between the acceptor phase (PDMS) and water (Ochiai et al., 2006; Quintana et
al., 2007). However, for nonpolar analytes (log Ko > 3.5), the addition of an inert salt does
not improve extraction efficiency (Heurtas et al., 2007; Rodil and Moeder, 2008; Yu et al.,
2009; Zuin et al., 2005). In accordance with several methods developed with seawater
(Heurtas et al., 2007; Roy et al., 2005; Sachez-Avila et al., 2010), NaCl was not added in
this study.

An organic modifier such as MeOH is added in order to prevent adsorption of the
more hydrophobic compounds (such as PACs) on the glass walls (wall effect) and to
improve recoveries. The SBSE methods developed for these types of compounds involved
the addition of methanol in amounts ranging from 5% to 10%, to reduce adsorption
phenomena and prevent analyte loss (Brossa et al., 2005; Kolahgar et al., 2002; Leon et al.,
2003; Prieto et al., 2007). In this study, the addition of 10% methanol was chosen.

Another key variable was the volume of the PDMS phase. Leon et al. (2003) studied
two different stir bars (20 mm x 0.5 mm stir bar, 47 pL of PDMS and 10 mm x 0.5 mm stir
bar, 24 uL of PDMS) during the determination of 35 priority semi-volatile compounds and
found that higher amounts were extracted with the 20 mm x 0.5 mm stir bar. The sample
volume is also often studied. When sample volume was not a limiting factor (i.e. with
seawater), and low concentrations of pollutants were used, the recommended volume was
100 mL (Leon et al., 2003; Pérez-Carrera et al., 2007).
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The stirring rate is another key factor. Increasing speed will improve the efficiency of
extraction by accelerating extraction and therefore increasing responses at a fixed extraction
time. A higher stirring rate may however cause physical damage to the extraction phase
because of the direct contact between the stir bar and the bottom of the sample vial (Liu et
al., 2005; Yu and Hu, 2009). Several authors (Quintana et al., 2007; Yu et al., 2009; Yu and
Hu, 2009) have reported that values in the 500-800 rpm range increase responses, but that
further increase in the stirring speed leads to little or no further improvement, and reduces
the stir bar's lifetime. Consequently, a 700 rpm stirring speed was chosen for the following

experiments.

3.2.2. Definition of the extraction time

According to the literature, extraction time is one of the most important factors that
affect the extraction process (Leon et al., 2003; Pérez-Carrera et al., 2007). Typically, this
variable is studied once the values of the rest of the parameters have been determined, and
the time profiles are studied in order to obtain the equilibration time (Leon et al., 2003; Zuin
et al., 2005). The extraction time profiles (30 min-24 h) were studied using spiked water
containing 100 ng/L of each compound. They were studied at the selected conditions: a
100 mL sample volume, 20 mm x 0.5 mm stir bar, 700 rom and ambient temperature
(21 °C). Equilibrium was reached for the more volatile compounds (benzo[b]thiophene, 3-
phenylthiophene) after 2 h, while a 6 h period was needed for the other compounds (Fig. 1).
An extraction period of 6 h was therefore selected as a reference extraction time for further

experimentation. The extraction time profiles obtained are similar to those obtained in other

works for some PAHSs (Kolahgar et al., 2002; Leon et al., 2003; Prieto et al., 2007).
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Fig. 1. Extraction time profiles of some of the compounds studied at 100 ng/L. Conditions: 100 mL sample,
47 pL PDMS, stir rate 700 rpm and ambient temperature (21 °C). The extract was then analyzed by TD-GC-
MS. Mean of three replicates.

The choice of the internal standard used for each individual compound was based on
this kinetics study. Phenanthrene-d;o was used for phenanthrene as it showed a very similar
extraction profile but could also for dibenzo[b,d]thiophene and naphtho[2,3-b]thiophene
(Fig. 1). Finally, twelve compounds will be quantified based on phenanthrene-dy (Table
1).

3.3. Selection of desorption conditions

For thermal desorption (TD), the desorption time, desorption temperature and
cryofocusing temperature are the most studied variables but desorption flow and vent
pressure have also been studied in several works (Heurtas et al., 2007; Roy et al., 2005;
Pérez-Carrera et al., 2007; Prieto et al., 2007).

Prior to the study, the desorption conditions were optimised in the case of PAHs
analyses in terms of desorption temperature and time and cryofocusing temperatures. The
desorption temperature is normally assessed within the range 150-300 °C and a positive
effect is generally observed with increasing temperature (MacNamara et al., 2009; Prieto et
al., 2007). However, tests performed on PAHs did not show a significant increase in
sensitivity for temperatures greater than 280 °C. Consequently, in order to increase the

lifetime of the stir bars, a 280 °C temperature was selected. An experimental design was
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chosen involving three desorption times (8, 10 and 12 min) and four cryofocusing
temperatures, from -25 °C to +25 °C with a 25 step. Finally, the optimum was found for the
combination 8 min/10 °C. However, in the case of PASHSs, as some target compounds

appeared to be slightly less volatile, a desorption time of 10 min was adopted.

Following the analysis performed for quantification purposes, each stir bar was
desorbed a second time at 300 °C for 10 min to ensure a minimum carry-over. The amount
of target compounds remaining on the stir bar was assessed by performing analyses in
regular conditions after the cleaning step. No peak appeared in the resulting GC
chromatogram at a level close to the limit of detection, thus confirming that the 10 min
desorption period followed by a cleaning step was sufficient to ensure negligible carry-

over.

3.4. SBSE method validation
Once the extraction and desorption conditions had been selected, the complete SBSE-
TD-GC-MS method was validated based on quality criteria such as limits of detection

(LOD), limits of quantification (LOQ), linearity and absolute recovery.

The limits of detection and quantification were calculated according to the calibration
curve method. The limits of quantification for all compounds were below 0.2 ng/L (Table
2). These results demonstrate the extremely high sensitivity of SBSE-TD-GC-MS. The
limits of detection, in the range of sub-ng/L, were particularly low and corresponded to the
concentrations frequently met in coastal seawater (Roy et al., 2005). The linearity of the
method was studied in the range 0.1-100 ng/L considering seven concentration levels (0.1,
0.5, 1, 5, 10, 50 and 100 ng/L), thus allowing a wide range of applications, from baseline
levels to significant levels of contamination. Correlation coefficients (R?) were higher than
0.984 for all compounds studied (Table 2). Fig. 2 shows a chromatogram of the calibration
level 100 ng/L.

Table 2

Limits of detection and quantification (LOD and LOQ, in ng/L), correlation
coefficients (R%) of the calibration curves (from 0.1 to 100 ng/L) for the
investigated compounds.

Compounds (R?) LOD(ngL™ LOQ(ngL™
N 0.995 0.03 0.1
B[b]T 0.994 0.03 0.1
2-MBT 0.996 0.03 0.1
5-MBT 0.996 0.03 0.1

114



Chapitre 111 : Résultats
B 0.997 0.02 0.1
3-PhenylT 0.995 0.03 0.1
Acy 0.996 0.03 0.1
Ace 0.997 0.03 0.1
F 0.996 0.02 0.1
DB[b,d]T 0.997 0.02 0.1
Phe 0.997 0.03 0.1
Ant 0.998 0.01 0.04
N[2,3-b]T 0.996 0.02 0.1
2-MDBT 0.998 0.01 0.05
4-MDBT 0.998 0.02 0.1
4,6-DMDBT 0.998 0.01 0.04
2,7-DMDBT 0.998 0.01 0.04
4,6-DEDBT 0.984 0.04 0.1
2,4,6,8-TMDBT 0.997 0.01 0.03
Fluo 0.998 0.01 0.04
Pyr 0.998 0.01 0.04
B[b]N[2,1-d]T 0.998 0.01 0.04
B[bJN[1,2-d]T 0.998 0.01 0.04
B[a]Ant 0.999 0.01 0.03
Chry 0.998 0.01 0.05
2-(2-Naphthyl)BT 0.997 0.01 0.04
B[b+k]Fluo 0.996 0.02 0.1
B[e]Pyr 0.997 0.02 0.1
B[a]Pyr 0.995 0.03 0.1
P 0.996 0.02 0.1
B[b]ph[9,10-d]T 0.992 0.02 0.1
I[1,2,3-cd]Pyr 0.988 0.01 0.04
DBJa,h]Ant 0.988 0.01 0.03
B[ghi]P 0.993 0.01 0.04
Abundance
14
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Fig. 2. Chromatogram of 100 ng/L spiked seawater using SBSE from a 100 mL sample. For peak identity, see

Table 1.
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The absolute recovery of the internal standards using the SBSE-TD-GC-MS method
was calculated by analysing pre-spiked stir bars (Table 3). Internal standards were directly
added onto the stir bar, in the same quantity in comparison with the regular protocol. The
recovery of internal standards, considered as representative of the whole method, was
calculated by comparing the response (area) of the peaks from extractions when using the
regular protocol relative to the peaks obtained from the spiked bar, which represented 100%

of the internal standards introduced at the beginning of the sample preparation.

Table 3
Recovery (%) of internal standards at 100 ng/L (n = 3).
Internal standards 100 ng L
Recovery (%) R.S.D. (%)
N-dg 66 20
B-dyo 69 5
Phe-dyo 70 2
Chry-dy, 72 13
B[a]Pyr-d;, 58 23

R.S.D.: Relative standard deviation.

3.5. Analysis of PACs in the WAF and WSF

The PACs were quantified by SBSE-TD-GC-MS in the water accommodated fractions
(WAF) and water soluble fractions (WSF) prepared with an oil/water ratio of 1:100 000.
The analysis, in combination with calibration solutions extended to 35 compounds,
identified 51 compounds or groups of compounds (Table 4). It must be noted that alkylated
derivatives could not be quantified directly using the calibration curves; it was assumed that
the sensitivity of the method was similar for alkylated compounds and corresponding

parents PACs.

Table 4
Concentration of PACs in the WAF and WSF of an Arabian Light crude oil after a 6 h-extraction period.
Number of WSF WAF
R.S.D. (%), n R.S.D. (%), n
rings Compounds Logkow [PACs] ng/L =3 [PACs] ng/L =3
2 N 3.40 187 3 1505 4
2 Ci-N 1255 8 17398 4
2 C,-N 3606 7 54658 3
2 Cs-N 8852 10 74350 1
2 C,-N? 14152 9 79403 6
2 B[b]T 2L 5 24 349 6
2 2-MBT 3.71® 12 3 21 4
2 5-MBT® 3.54 20 17 112 1

116



Chapitre 111 : Résultats
2 C,-BT 1229 3 15367 2
2 Cs-BT 4090 4 45395 3
2 C+BT 8987 8 61440 1
2 B 4.32% 22 8 92 3
2 3-PhenyIT 3.58 2 6 8 11
3 Acy 3.61% 12 28 69 21
3 Ace 3.779 9 5 34 10
3 F 3.96® 63 8 240 1
3 C,-F 498 5 1461 2
3 C,-F 558 5 1202 3
3 Cs-F 365 7 700 2
3 DB[b,d]T® 4.36Y 1697 1 1871 11
3 Phe’ 4.60" 596 1 627 2
3 Ant 5.34% 7 6 6 13
3 N[2,3-b]T 450" 1 3 1 12
3 Cy-Phe/Ant 1201 23 923 3
3 C,-Phe/Ant 512 23 368 10
3 Cs-Phe/Ant 141 9 89 5
3 C4-Phe/Ant 23 14 14 12
3 2-MDBT® 4.84 1562 1 1470 5
3 4-MDBT 4.84 1646 1 1540 3
3 4,6-DMDBT 5.39 227 4 179 9
3 2,7-DMDBT' 5.26 451 2 356 9
3 4,6-DEDBT 6.37 6 19 4 11
3 Cs-DBT 400 10 290 13
3 2,4,6,8-TMDBT 6.36 2 31 2 38
4 Fluo 4,50 4 26 3 3
4 Pyr 477 15 19 11 2
4 C,-Fluo/Pyr 18 25 9 0
4 C,-Fluo/Pyr 11 18 4 7
4 Cs-Fluo/Pyr 2 19 1 5
4 B[b]N[2,1-d]T 5.350 0.61 0.50 11
4 B[bIN[1,2-d]T 5.90" 0.20 0.16 6
4 B[a]Ant 5.10®) 0.23 12 0.23 1
4 Chry? 5.78) 3 9 2 11
4 2-(2-Naphtyl)BT nd nc nd nc
5.78-
5 B[b+k]Fluo 6.11 6 19 7 6
5 Ble]Pyr 6.44® 4 26 4 11
5 B[a]Pyr 5.81® nd nc nd nc
5 P 6.50® 3 40 4 10
5 B[b]ph[9,10-d]T 6.52 4 9 5 17
6 I[1,2,3-cd]Pyr 6.58© 2 10 3 46
5 DBJ[a,h]Ant" 7.11@ 1 21 4 22
6 B[ghi]P 6.09® 7 22 4 2

(1): Andersson and Schrader, 1999; (2): Tandlich and Balaz, 2002; (3): Sahu and Pandit, 2003; (4): Donovan

and Pescatore, 2002; (5): De Voogt et al., 1990; (6): Meharg et al., 1998.
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WSF: Water soluble fraction, WAF: Water accommodated fraction, nd: not detected, nc: not concerned
R.S.D.: Relative standard deviation.

& Coelution between C,-N and DB[b,d]T may occur.

b Coelution between 5- and 6-MBT may occur.

¢ Coelution between DB[b,d]T and N[1,2-b]T may occur.

d Coelution between Phe and N[2,1-b]T may occur.

¢ Coelution between 2- and 3-MDBT may occur.

"Coelution between 2,7-2,8- and 3,7-DMBT may occur.

9 Coelution between Chry and Triphenylene may occur.

" Coelution between DB[a,h]Ant and DB[a,c]JAnt may occur.

SBSE-TD-GC-MS analyses of these analytes in the WAF and WSF have shown that
naphthalenes and alkylated benzothiophenes are the dominant semi-volatile compounds
because of their relatively high solubility in water. Higher PACs (4 rings and more) make

up only a very small proportion of the WAF or WSF (Faksness et al., 2008) (Fig. 3).
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Fig. 3. Analysis of PACs and alkylated PACs in the WAF and WSF of an Arabian Light crude oil.
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These results illustrate the flexibility of the method which makes it possible to
quantify compounds from the ng/L level, characteristic of high molecular weight PACs, to
around 80 000 ng/L as typical for the most abundant and soluble PAHs contained in
petroleum products. This linearity of the method over a very wide range of concentrations
was previously demonstrated (Balcon et al., 2011). The fields of applications are
consequently large, from the monitoring of baseline levels to the risk assessment following

a large oil spill.

3. 6. Application of the developed method to a real-world sample

The SBSE procedure was applied successfully to determine polycyclic aromatic
compounds (PACs) in an environmental sample. One seawater sample collected in a
harbour area (Brest, Finistere, France) was extracted, using stir bars, and its contamination
content was analysed by the proposed method (n = 3). A blank was performed before each
extraction with the same stir bar to make sure that there was no residual contamination.

Nearly all the target compounds were detected and could also be quantified (Table 5).

Table 5
Identification and estimation of PACs in natural seawater sampled in a commercial harbour.

Commercial harbour

Number  Compounds [PACs] ng/L R.S.D. (%),n=3
1 N 27 18
2 C:-N 35 13
3 C,-N 615 14
4 Cs-N 491 16
5 Cs-N 257 28
6 B[b]T 3.7 11
7 2-MBT 12 8
8 5-MBT 59 8
9 C,-BT 176 25

10 Cs-BT 117 7
11 C,-BT 95 38
12 B 11 3
13 3-PhenylT 0.4 37
14 Acy 2.3 15
15 Ace 3.5 12
16 F 5 4
17 Ci-F 12.4 11
18 C,-F 18.5 12
19 Cs-F 18.2 20
20 DB[b,d]T 1.60 14
21 Phe 9.70 5

22 Ant 0.50 14
23 N[2,3-b]T nd nc
24 C;-Phe/Ant 14.4 4

25 C,-Phe/Ant 9.5 10
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26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

45-46
47
48
49
50
51
52
53

C;-Phe/Ant
C,-Phe/Ant
2-MDBT
4-MDBT
4,6-DMDBT
2,7-DMDBT
4,6-DEDBT
C;-DBT
2,4,6,8-TMDBT
Fluo

Pyr

Cy-Fluo/Pyr
C,-Fluo/Pyr
Cs-Fluo/Pyr
B[bIN[2,1-d]T
B[bIN[1,2-d]T
B[a]Ant

Chry
2-(2-Naphthy)BT
B[b+k]Fluo
B[e]Pyr

B[a]Pyr

P
B[b]ph[9,10-d]T
I[1,2,3-cd]Pyr
DBJa,h]Ant
B[ghi]P

0.24
0.3
nd
2.6
0.2
0.4
nd
0.2
0.5
0.4
0.4

29
0.2

Extraction procedure: 100 mL sample volume, 20 mm long stir bar and 6 h extraction time,nd: not detected,
nc: not concerned  The compound was detected but quantification was not possible since the concentration

was below the limit of quantification, R.S.D.: Relative standard deviation.

Fig. 4 presents some of the PACs and alkylated PACs which can be analyzed by

SBSE in a seawater sample. This chromatogram shows that peaks can be easily detected and

separated, and no interferences with compounds generated by the PDMS desorption were

observed.
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Fig. 4. SBSE-TD-GC-MS reconstructed chromatogram obtained from the analysis of natural seawater sample.

The natural seawater was mainly polluted with naphthalenes and alkylated
compounds. Moreover, the samples were characterized by the dominance of the alkylated
compounds over their corresponding unsubstituted compounds and the dominance of the
low-molecular mass 2-3-ring PACs over the high-molecular mass 4-6 ring PACs (Fig. 5).
Thus, PAC distribution was typical of a petrogenic contaminant (Wang et al., 1999) which
would also be suspected due to the high level of contamination. Such a presence of PACs in
the port was attributed to the presence of maritime transport vessels using petroleum-based

products and fuels (Valavanidis et al., 2008).
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Fig. 5. Analysis of PACs in natural seawater sampled in a commercial harbour.
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4. Conclusions

The SBSE technique, in combination with a subsequent GC-MS analysis, proved to be
a powerful tool for the quantification of PACs, either at trace levels (in the sub-ng/L level)
or for significant contamination of the water column as generally observed during oil spills.
Moreover, in addition to the PAHs commonly quantified, sulfur-containing and alkylated
compounds were investigated in this study, and the method was finally developed to obtain
a reliable assessment of compounds likely to be dissolved in seawater when petroleum
products are involved. Taking into account the high toxicity of PAHSs, and the ongoing
studies dealing with PASHSs, even at low levels, SBSE represents an interesting solution for
monitoring studies which should be carried out following an oil spill. Moreover, the limits
of quantification were in agreement with the sensitivity required to assess contamination in
accordance with the Environmental Quality Standards (EQS) for priority substances and
certain other pollutants, in inland surface waters and coastal waters, established within the
European Water Framework Directive (European Parliament and Council, 2008). Over and
above its analytical performances, this technique proved to be quite flexible as the
extraction could be performed directly in the field by non-specialists provided care was
taken to avoid contamination. The possibilities of field applications, or even automation, are
enhanced by the possibility to preserve the analytes on the stir bars for long periods before

analysis, up to at least one month according to previous studies (Balcon et al., 2011).
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Publication n°4 : Quantification des hydrocarbures aromatiques polycycliques et de
leurs dérivés alkylés par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse en tandem (GC-MS-MS) pour qualifier un pétrole de référence.

Résumé

Lors des pollutions faisant suite a un déversement accidentel de pétrole, les
hydrocarbures aromatiques polycycliques soufrés ou non (HAP et HAPS) sont connus pour
leurs effets néfastes sur 1’environnement a I’instar de leurs homologues substitués. Par
conséquent, il est nécessaire de développer des méthodes d’analyse permettant de les
identifier et de les quantifier, et ceci, pour des matrices complexes comme celle de 1’eau de
mer qui montre a I’analyse des amas de pics. En effet, les alkylés des HAP et HAPS se
présentent sous la forme d’amas de pics qui se complexifient avec le degré de ramifications
et le nombre de noyaux aromatiques. La chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse en tandem (GC-MS-MS), si elle se révéle particulierement adaptée
car elle apporte un degré de sélectivité supplémentaire, n’en reste pas moins une technique
délicate a mettre en ceuvre, notamment lorsque les alkylés sont non disponibles dans des
solutions de calibration commerciales. Une solution alternative, apparaissant comme tres
prometteuse, est de choisir un fioul de référence contenant I’ensemble des analytes d’intérét
puis de les quantifier grace a plusieurs solutions de calibration disponibles au laboratoire.
Pour les composés non calibrés, des approximations ont été effectuées par MS simple aprés
analyse comparée des coefficients de réponse en mode MRM et SIM. La méthodologie ainsi
développée a permis de caractériser le fioul de I’Erika avec une bonne répétabilité des
résultats et de bonnes limites de détection et de quantification (0,01<LD<0,1 ng/mL et
0,1<LQ<0,5ng/mL). Ce produit servira donc de référence en routine pour I’analyse

quantitative de I’ensemble des familles d’alkylés identifiés dans ce travail.
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Quantification of polycyclic aromatic compounds (PACs), and alkylated derivatives by
gas chromatography-tandem mass spectrometry (GC-MS-MS) to qualify a reference
oil.

Rami Kanan &%, Jan T. Andersson, ® Justine Receveur ®, Julien Guyomarch ), Stéphane
Le Floch Y and Héléne Budzinski @

M Cedre-715, Rue Alain Colas/CS 41836-29218 Brest Cedex2, France
@ University of Bordeaux1- EPOC-LPTC-351, cours de la Libération 33405 Talence Cedex, France
®Institute of Inorganic and Analytical Chemistry, University of Muenster, Corrensstrasse 30, D-48149
Muenster, Germany

r.kanan@epoc.u-bordeaux1.fr

Abstract

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) are organic compounds listed as priority
pollutants by international environmental protection agencies due to their carcinogenic,
mutagenic, and toxic effects. Several studies have indicated that some polycyclic aromatic
sulfur heterocycles (PASHSs) are also carcinogenic and/or mutagenic. Gas chromatography-
tandem-mass spectrometry (GC-MS-MS) has been used in the analysis of PAHs in complex
matrices. However, no GC-MS-MS studies have focused on the determination of PAHs and
PASHSs. Moreover, previous MS-MS studies were not targeted toward alkylated derivatives,
which are significant contributors in the composition of crude oils. In the present work, a
simple methodology has been developed for the analysis of PAHs, PASHs and alkylated
derivatives in the Erika fuel oil using solid-phase extraction (SPE) coupled to gas
chromatography-tandem mass spectrometry (GC-MS-MS). The LOD and LOQ of the
method range between 0.01 and 0.1 ng/mL and between 0.1 and 0.5 ng/mL, respectively.

The calibration curves showed a good linearity for most of the compounds.

Keywords: Alkylated derivatives, Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS), Polycyclic aromatic sulfur

heterocycles (PASHSs), Tandem mass spectrometry.
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1. Introduction

Each case of spill entails a series of questions as regards the potential toxicity of the
oil, and generally preliminary information is provided by the quantification of the 16 PAHs
of the US EPA list. Like PAHSs, some of their analogues, such as polycyclic aromatic sulfur
heterocycles (PASHSs), are also mutagenic and carcinogenic (Andersson and Schmid, 1995;
Mdossner and Wise, 1999). However, when dealing with petrogenic products, the parents
(PAHs and PASHS) are less abundant than their alkylated analogues, whereas their effect on
the environment is liable to be similar. Moreover, oils remaining at the sea or water surface
are affected by weathering process such as emulsification, natural dispersion, evaporation,
and especially dissolution. Even if solubility decreases as the number of alkyl substituent
carbons increases, the resulting water soluble fractions are strongly dominated by alkylated
compounds. Finally, contamination of the fauna, either due to dispersed oil droplets or

dissolved contaminants, is also liable to predominantly come from these compounds.

The quantification of alkylated homologous groups in GC-MS has generally been
performed using the response factor of the respective unsubstituted compounds (Burkhardt
et al., 2005). However, new techniques such as GC-MS-MS, useful to get a more reliable
chromatogram of these complex groups of peaks, can deal with very different transitions
from one compound to the other, and this kind of approximation can no longer be used. On
the other hand, only few alkylated analogues can be obtained from commercial solutions
(Burkhardt et al., 2005), hence the necessity of using a petroleum product containing the
whole profiles of alkylated homologous groups and their corresponding parents (PAHs and
PASHSs), and completely characterized in order to represent a reliable reference. Thus, this
paper describes a method for the determination of PAHs, PASHs and alkylated homologous
groups in the Erika oil, using purification with solid-phase extraction (SPE) and GC-MS-
MS detection.

2. Experimental Set-up

2.1. Standards and Reagents

The solutions were prepared from certified reference materials purchased from LGC
Standards (Molsheim, France): CUS 9305, which contains nineteen PAHs and two PASHSs
at a concentration of 100 pg/mL in methanol, and CUS 9207, which contains the
corresponding internal standards: naphthalene-dg, biphenyl-dyo, phenanthrene-dyo, chrysene-
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di, and benzo[a]pyrene-d;, at a concentration of 1 pg/mL in acetone. A solution containing
eighteen alkylated PAHs (SRM 1491a) at concentrations in the range 1-2 pg/mL in toluene
was purchased from NIST (Gaithersburg, MD, USA). In addition, six PASHs and eight
alkylated derivatives were synthesized in one of our laboratories (Institute of Inorganic and
Analytical Chemistry, 2012) and prepared at a concentration of 100 pug/mL in methanol. A
mixture of standard solutions containing all analytes was prepared in dichlorometane.
Compound names and abbreviations mentioned in this study are summarized in Table 1. A
batch of the oil that was loaded inside the tanker Erika was sent to Cedre by the refinery and
received on the 12" of December 1999. Pentane (95%), dichloromethane and acetonitrile
(HPLC quality) were purchased from SDS (Peypin, France).

2.2. Purification of the oil sample

The purification of the oil sample is performed by solid phase extraction (SPE). The
cartridges used are polar columns Si/CN-S-1.5G/9 Upti-clean SPE® manufactured by the
company Interchim (Montlucon, France). The cartridge was conditioned with a mixture of
pentane/dichloromethane (80/20, v/v) and compounds were eluted using 5mL of
pentane/dichloromethane (80/20, v/v) as mobile phase. The elution is accelerated through a
vacuum pump. The extract obtained is then concentrated using an evaporator Blichi Syncore
(Lille, France).

2.3. Instrumentation and GC-MS-MS conditions

The analysis of compounds was achieved using a 7890A Agilent GC system coupled
to an Agilent 7000A Triple quadrupole (Agilent Technologies, Santa Clara, California).
Splitless injections of 1 puL of the sample were carried out. The injector temperature was
kept at 300 °C. Chromatographic separations were performed using a fused-silica HP-5MS
capillary column (length 30 m, i.d. 0.25 mm, film thickness 0.25 um; J&W Scientific,
Agilent, Folsom, CA, USA). Helium was used as carrier gas at a flow of 1 mL/min. The
oven program of temperature was: from 50 °C (1 min) to 150 °C at 10 °C/min, and then to
320 °C (5 min) at 5 °C/min. The temperatures of the transfer line and ion source were 300
and 280 °C, respectively. Electron ionization (El) was operated at 70 eVV. Compounds were
detected and quantified by monitoring two specific transitions. Table 2 gives the monitored

transitions for each compound.
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3. Resultats and discussion

3.1. Identification of compounds

The analysis in Scan and SIM (Selected lon Monitoring) modes of different solutions

of PAHs and PASHSs and their corresponding alkylated, coupled with a literature research

(Wang et al., 2007), allowed the identification of each compound and confirmation of its

retention time (Table 1).

Table 1
Identification of compounds.
Number CAS number Compound name Abbreviation Rt (min)

1 [1146-65-2] Naphthalene-dg N-dg 9.17
2 [91-20-3] Naphthalene N 9.22
3 [95-15-8] Benzo[b]thiophene B[b]T 9.34
4 [91-57-6] 2-Methylnaphthalene 2-MN 10.80
5 [1195-14-8] 2-Methylbenzothiophene 2-MBT 10.82
6 [14315-14-1] 5-Methylbenzothiophene 5-MBT 10.93
7 [90-12-0] 1-Methylnaphthalene 1-MN 11.05
8 [1486-01-7] Biphenyl-dyo B-dyg 11.92
9 [92-52-4] Biphenyl B 11.98
10 [581-42-0] 2,6-Dimethylnaphthalene 2,6-DMN 12.36
11 [2404-87-7] 3-Phenylthiophene 3-PhenylT 12.48
12 [575-43-9] 1,6-Dimethylnaphthalene 1,6-DMN 12.65
13 [208-96-8] Acenaphthylene Acy 13.09
14 [573-98-8] 1,2-Dimethylnaphthalene 1,2-DMN 13.15
15 [83-32-9] Acenaphthene Ace 13.63
16 [86-73-7] Fluorene F 15.26
17 [1517-22-2] Phenanthrene-dq Phe-d;q 18.66
18 [132-65-0] Dibenzol[b,d]thiophene DBI[b,d]T 18.25
19 [85-01-8] Phenanthrene Phe 18.74
20 [120-12-7] Anthracene Ant 18.92
21 [268-77-9] Naphtho[2,3-b]thiophene N[2,3-b]T 19.23
22 [31317-07-4] 4-Methyldibenzothiophene 4-MDBT 20.07
23 [20928--02-3] 2-Methyldibenzothiophene 2-MDBT 20.41

24 [832-71-3] 3-Methylphenanthrene 3-MPhe 20.8
25 [2531-84-2] 2-Methylphenanthrene 2-MPhe 20.91
26 [613-12-7] 2-Methylanthracene 2-MAnt 21.07
27 [883-20-5] 9-Methylphenanthrene 9-MPhe 21.25
28 [832-69-9] 1-Methylphenanthrene 1-MPhe 21.36
29 [1207-12-1] 4,6-Dimethyldibenzothiophene 4,6-DMDBT 21.89
30 [31317-19-8] 2,7-Dimethyldibenzothiophene 2,7-DMDBT 22.60
31 [483-87-4] 1,7-Dimethylphenanthrene 1,7-DMPhe 23.51
32 [206-44-0] Fluoranthene Fluo 23.76
33 [129-00-0] Pyrene Pyr 24.68
34 [132034-91-4] 4,6-Diethyldibenzothiophene 4,6-DEDBT 24.95
35 [31317-09-6] 2,4,6,8-Tetramethyldibenzothiophene 2,4,6,8-TMDBT 25.87
36-37  [25889-60-5]/[1706-01-0] 1/3-Methylfluoranthene 1/3-MFluo 26.32
38 [483-65-8] Retene R 26.44
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39 [3353-12-6] 4-Methylpyrene 4-MPyr 27.15
40 [2381-21-7] 1-Methylpyrene 1-MPyr 27.28
41 [239-35-0] Benzo[b]naphtho[2,1-d]thiophene B[bIN[2,1-d]T 29.12
42 [205-43-6] Benzo[b]naphtho[1,2-d]thiophene B[bIN[1,2-d]T 29.52
43 [1719-03-5] Chrysene-d;, Chry-dy, 30.22
44 [56-55-3] Benzo[a]anthracene B[a]Ant 30.27
45 [218-01-9] Chrysene Chry 30.39
46 [3351-31-3] 3-Methylchrysene 3-MChry 32.20
47 [1705-85-7] 6-Methylchrysene 6-MChry 32.53
48 [17164-77-1] 2-(2-Naphthyl)benzothiophene 2-(2-Naphtyl)BT 33.35
49 [63466-71-7] Benzo[a]pyrene-d;, B[a]Pyr-d;, 36.03
50-51 [205-99-2]+[207-08-9]  Benzo[b+k]fluoranthene B[b+k]Fluo 34.94
52 [192-97-2] Benzo[e]pyrene B[e]Pyr 35.93
53 [50-32-8] Benzo[a]pyrene Bla]Pyr 36.11
54 [198-55-0] Perylene P 36.45
55) [201-96-4] Benzo[b]phenanthro[9,10-d]thiophene  B[b]ph[9,10-d]T 39.44
56 [193-39-5] Indeno[1,2,3-cd]pyrene 1[1,2,3-cd]Pyr 40.22
57 [53-70-3] Dibenzo[a,h]anthracene DB[a,h]Ant 40.38
58 [191-24-2] Benzo[ghi]perylene B[ghi]P 41.02

Internal standards used as surrogates in italic. CAS: chemical abstracts service registry number.

As regards alkylated compounds, not available in the standards solutions, the
analysis of an oil Erika in SCAN and SIM mode allowed the identification of characteristic

profiles for each alkylated homologue group.

3.2. Selection of MS-MS transitions

Full scan mass spectra for all of the compounds showed basically the molecular ion,
with little fragmentation. Thus, the molecular ions were selected as the precursor ions for
the development of the multiple reaction monitoring (MRM) method. Then, product ion
spectra were acquired by collision induced dissociation (CID) with helium gas. Collision
energies (CEs) from 5 to 50 eV were applied and the most intense product ions were
selected for each precursor. In general, the collision energy (CE) that gave the most intense
response was chosen for each MRM transition. For example, the transitions m/z 184-152
and 184-139 at CE 20 eV for the DB[b,d]T were selected (Fig. 1). In most cases, the losses
from the molecular ion of one, two or three hydrogen atoms were chosen as the quantitative
and /or confirmative transitions for the determination of compounds with improved

selectivity and sensitivity.
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Fig. 1. Abundance of quantitative and qualitative transitions according to the collision energies (eV) for the
dibenzo[b,d]thiophene.

In some cases, for example, 4-methylpyrene and 1-methylpyrene, the molecular ion

was selected as the quantitative transition due to the lack of other suitable ions. For the

deuterated internal standards, the chosen transitions are parent ion-parent ion, at collision

energy 0 eV. These conditions have been verified experimentally in the case of matrices

loaded by injection of extracts of biological tissues spiked with deuterated internal standards

which were not affected by the presence of interfering compounds. The MS-MS parameters

for determination of the target compounds are summarised in Table 2.

Table 2

Selection of the main parameters for the GC-MS-MS analysis of PACs.

Product ion- Product ion-

Compounds I?gre;c(unzjg)r quantifier (Q) qualifier Collgllgn(s\?)ergy
(m/z) (q) (m/z)
N 128 102 127 20/20
2-MN 142 141 115 20/20
1-MN 142 141 115 20/20
B[b]T 134 89 108 25/25
2-MBT 148 147 115 40/40
5-MBT 148 147 115 40/40
3-PhenylT 160 115 128 30/30
2,6-DMN 156 141 115 25/25
1,6-DMN 156 141 115 25/25
1,2-DMN 156 141 115 25/25
B 154 152 153 35/35
Acy 152 151 150 25/25
Ace 154 152 153 35/35
F 166 165 164 40/40
DBI[b,d]T 184 152 139 20/20
N[2,3-b]T 184 152 139 20/20
4-MDBT 198 197 165 30/25
2-MDBT 198 197 165 30/25
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4,6-DMDBT 212 211 197 30/25
2,7-DMDBT 212 211 197 30/25
4,6-DEDBT 240 239 225 35/35
2,4,6,8-TMDBT 240 239 225 35/35
Phe 178 176 152 40/15
Ant 178 176 152 40/15
3-MPhe 192 191 189 30/30
2-MPhe 192 191 189 30/30
2-MAnt 192 191 189 30/30
9-MPhe 192 191 189 30/30
1-MPhe 192 191 189 30/30
1,7-DMPhe 206 191 205 20/20
R 234 219 205 15/15
Fluo 202 201 200 20/20
Pyr 202 201 200 20/20
1/3-MFluo 216 216 215 0/20
4-MPyr 216 216 215 0/20
1-MPyr 216 216 215 0/20
B[a]Ant 228 226 227 30/30
Chry 228 226 227 30/30
3-MChry 242 241 239 30/30
6-MChry 242 241 239 30/30
B[b]N[2,1-d]T 234 202 189 25/25
B[b]N[L,2-d]T 234 202 189 25/25
2-(2-Naphthyl)BT 260 258 215 20/20
B[b]Fluo 252 250 251 25/25
B[K]Fluo 252 250 251 25/25
B[e]Pyr 252 250 251 25/25
B[a]Pyr 252 250 251 25/25
P 252 250 251 25/25
B[b]ph[9,10-d]T 284 282 252 20/20
I[1,2,3-cd]Pyr 276 274 275 35/35
DB[a,h]Ant 278 276 277 25/25
B[ghi]P 276 274 275 35/35

3.3. Limits of detection, limits of quantification and linearity

Calibration curves were calculated using linear regression on seven concentrations (1,
5, 10, 50, 100, 500 and 1000 ng/mL). Good correlation coefficients were obtained for the
most of the target compounds, however calibration curves for some of compounds were not
linear (R® < 0.960). The limits of detection and quantification were calculated according to
the calibration curve method (Kanan et al., 2012) and values for each compound examined

are shown in Table 3.
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Table 3

Correlation coefficients (R?), limits of detection and quantification

(LOD and LOQ) obtained for the compounds studied.

Compounds (R?) LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL)
N 0.972 0.003 0.01
2-MN 0.977 0.004 0.01
1-MN 0.977 0.004 0.01
B[b]T 0.973 0.004 0.01
2-MBT 0.979 0.01 0.02
5-MBT 0.968 0.01 0.02
3-PhenylT 0.990 0.01 0.02
2,6-DMN 0.977 0.01 0.02
1,6-DMN 0.976 0.01 0.02
1,2-DMN 0.976 0.01 0.02
B 0.994 0.003 0.01
Acy 0.987 0.01 0.02
Ace 0.993 0.004 0.01
F 0.984 0.01 0.02
DB[b,d]T 0.985 0.003 0.01
N[2,3-b]T 0.983 0.004 0.01
4-MDBT 0.980 0.004 0.01
2-MDBT 0.974 0.01 0.02
4,6-DMDBT 0.971 0.01 0.02
2,7-DMDBT 0.965 0.01 0.02
4,6-DEDBT 0.942 0.01 0.02
2,4,6,8-TMDBT 0.967 0.01 0.02
Phe 0.977 0.003 0.01
Ant 0.955 0.01 0.02
3-MPhe 0.962 0.01 0.02
2-MPhe 0.977 0.01 0.02
2-MAnt 0.965 0.01 0.02
9-MPhe 0.972 0.01 0.02
1-MPhe 0.985 0.004 0.01
1,7-DMPhe 0.970 0.01 0.02
R 0.970 0.01 0.02
Fluo 0.972 0.01 0.02
Pyr 0.967 0.01 0.02
1/3-MFluo 0.976 0.01 0.02
4-MPyr 0.970 0.01 0.02
1-MPyr 0.979 0.01 0.02
B[a]Ant 0.986 0.01 0.04
Chry 0.989 0.01 0.04
3-MChry 0.974 0.01 0.04
6-MChry 0.981 0.01 0.03
B[bIN[2,1-d]T 0.990 0.003 0.01
B[b]N[L,2-d]T 0.992 0.01 0.02
2-(2-Naphthy)BT ~ 0.967 0.01 0.04
B[b]Fluo 0.950 0.03 0.10
B[k]Fluo 0.953 0.03 0.09
Ble]Pyr 0.956 0.03 0.10
B[alPyr 0.980 0.01 0.05
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P 0.957 0.03 0.09
B[b]ph[9,10-d]T 0.950 0.03 0.09
I[1,2,3-cd]Pyr 0.930 0.04 0.12
DB[a,h]Ant 0.945 0.03 0.11
B[ghi]P 0.954 0.02 0.08

From the calibration curves, quantification of all individual compounds was
performed on Erika oil with five repetitions. This first characterization of the oil was used to
check the variability of quantitative analysis for compounds well identified, and thus
confirm the possibility of using this oil as reference product.

3.4. Analysis of response factors and definition of the method
For the use of a reference oil, it should determine the concentration of alkylated
derivatives. However, these alkylated compounds are difficult to quantify. Indeed, only a

few of alkylated isomers are present in the standards solutions (Burkhardt et al., 2005).

The quantification of alkylated derivatives in GC-MS has generally been performed
with the approximation that response factors for alkylated compounds are equal to the
response factor of the respective unsubstituted (parent) compound (Burkhardt et al., 2005).
However, if this approximation might seem reasonable when considering only the molecular
ion after a simple fragmentation, this estimate seemed more uncertain in case of the analysis
by GC-MS-MS. To assess the reliability of the analysis by GC-MS and the applicability to

the MS-MS, a comparison of response factors was conducted.

The study of the response factors of individual compounds in MRM mode showed
that the response factors of the alkylated compounds are very different from those of parent
compounds (Fig. 2). Therefore, it is not possible to quantify the alkylated homologous
groups using the response factors of their appropriate parents.
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Fig. 2. Calibration curves of benzothiophenes and chrysenes in MRM mode.

A comparison of response factors of the isomers within the same homologue group
was conducted, and generally no significant differences were observed between the
response factors of isomers belonging to the same group (Fig. 3). Thus, in the case of groups
for which some alkylated isomers are available in standard solutions, the hypothesis to
apply the average response factors to quantify all the isomers of each group of alkylated
compounds is possible (Palanas et al., 2006). As an example, for C;-benzothiophenes, the
average response factors of two calibrated isomers (2-MBT and 5-MBT) were used to
quantify the whole profile of C;-benzothiophenes.
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Fig. 3. Calibration curves of naphthalenes and dibenzothiophenes in MRM mode.

An additional study was conducted to better understand the possibilities to quantify
the other groups for which we do not have any alkylated isomer (for example, this is the
case of Cs-phe/Ant, C3- and Cy4-naphthalenes). Fig. 4. shows the response factors of the

alkylated derivatives obtained in MRM and SIM modes.
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Fig. 4. Comparison of the response factors of the groups of phenanthrenes/anthracenes and naphthalenes in
SIM and MRM modes.

In MRM mode, the selected transitions for each compound are not all based on the
same mass loss. For example, for the C;-Phe/Ant, the transition is 192-191 (molecular mass-
1) while for the C4-Phe/Ant, the transition 234-219 (molecular mass-15) was chosen. Thus,
unlike the SIM mode, where we consider only the molecular ions, the MRM analysis
showed no changes in the response factors related to the number of alkyl substituent

carbons, especially when the mass loss of transitions were different.

Thus, the groups, for which alkylated isomers are not available in standard solutions,
were quantified in SIM mode. The groups (C,-, C3- and Cy-benzothiophenes, Cs-, Cs-
naphthalenes, C,-, Cs-fluoranthenes/pyrenes, C,- and Cs-chrysenes), were quantified using
the average response factors obtained from methylbenzothiophenes, dimethynaphthalenes,
methylpyrenes and methylchrysenes, respectively. The average response factors of
dimethydibenzothiophenes (C,-DBT) and tetramethyldibenzothiophene (C4-DBT) were
used for quantification of C3-DBT. The average response factors of 1,7-dimethyl-
phenanthrene (C,-phe/Ant) and retene (Cs-phe/Ant) were used for quantification of Cs-
Phe/Ant.
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In the case of fluorene, no alkylated compounds were available in the standards
solutions. An estimation of response factor was carried out by considering the ratios
between the response factors of the parents and their C; alkylated homologues for each
PACs group. This study showed that this ratio lies between 0.4 and 0.6 (Fig. 5.). So the
response factor of C;-fluorenes is estimated at the half of the response factor of the
appropriate parent. The higher alkylated derivatives (C,- and Cs-fluorenes) were quantified

using the same response factor.
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Fig. 5. Estimation of the response factor of Cj-fluorenes. (RF Ci/RF: response factors of C; alkylated
homologues/response factors of the appropriate parents. MW C./MW: Molecular weight of C; alkylated
homologues/molecular weight of the appropriate parents).

3.5. Validation of the Erika oil

The analysis of the response factors made it possible to define, for each group of
alkylated compounds, a quantification method adapted to the number of compounds present
in the calibration solutions. The proposed method (SPE-GC-MS-MS) was then applied to
analysis the Erika fuel oil, which provides a reference product containing all the compounds
that can be quantified in any sample of oil or contaminated with a petroleum product. To
verify the relevance of this reference in routine analysis, 5 repetitions, with five sample
preparations, were performed during this characterization to estimate the variability of the
measurements (Fig. 6). Table 4 presents the quantifications of all families analyzed, and the

associated relative standard deviations, which range from 5 to 10% in almost all cases.
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Table 4

Concentration of PACs and alkylated derivatives in the Erika oil.

Compounds [PACs] (ug/g) R'Sr']D:' é%) Compounds [PACs] (1g/g) R'Sh[i' é%)
N 908.15 9.9 C,-DBT 1552.98 8.5
C:-N 3416.27 7.5 C,-DBT 1725.95 10.3
C,-N 6664.10 115 Cs-DBT 1090.29 8.3
Cs-N 6109.93 7.6 C,-DBT 464.36 7.9
Cs-N 3906.80 6.9 Fluo 68.94 10.9
B[b]T 94.86 9.9 Pyr 392.94 10.0
C:-BT 762.77 10.5 Cy-Fluo/Pyr 2943.53 7.7
C,-BT 1367.60 6.4 C,-Fluo/Pyr 4344.33 8.4
Cs-BT 1111.68 5.9 Cs-Fluo/Pyr 4387.36 7.5
C,-BT 526.45 8.2 B[bIN[2,1-d]T 143.36 9.8
B 57.40 9.7 B[bIN[1,2-d]T 28.21 10.5
3-PhenyIT 6.14 10.1 B[a]Ant 259.70 10.2
Acy 1.98 14.3 Chry 467.83 12.2
Ace 203.59 9.3 C;-Chry 4745.13 8.8
F 254.02 9.9 C,-Chry 6367.30 6.4
Ci-F 1221.29 10.9 Cs-Chry 4825.38 9.1
C,-F 1567.87 2.0 2-(2-Naphtyl)BT 12.85 12.5
Cs-F 1169.08 2.8 B[b+k]Fluo 106.46 8.8
Phe 907.48 11.9 B[e]Pyr 133.73 16.4
Ant 163.37 11.2 B[a]Pyr 118.44 10.1
C;-Phe/Ant 344452 8.7 P 48.89 8.3
C,-Phe/Ant 6239.04 8.7 B[b]ph[9,10-d]T 5.65 14.2
Cs-Phe/Ant 4279.82 4.0 1[1,2,3-cd]Pyr 13.74 16.4
C4-Phe/Ant 5105.50 11.5 DB[a,h]Ant 37.42 8.6
N[2,3-b]T 5.06 16.9 B[ghi]P 38.63 15.7
DB[b,d]T 261.15 7.5

R.S.D.: Relative standard deviation.

4. Conclusions

The results of this study showed that it was reasonable to quantify in MRM mode the
alkylated PACs homologues group for which we have some of alkylated isomers. Thus, the
analysis of 53 individual compounds made it possible to quantify 10 of the 25 groups of
alkylated compounds. For the other groups of alkylated compounds, approximations were
made in SIM mode in view of the comparative analysis of the response factors in MRM and
SIM modes. Finally, the proposed method permitted the characterization of the Erika fuel
oil with a low variability of results. So this product will be used as reference in routine for
the quantitative analysis of the whole groups of compounds identified in this study.
Moreover, the data obtained during the various tests developed have shown the inadequacy
of approximations in SIM mode. If the MS-MS now offers an attractive alternative, it
remains to improve the methods of quantification in simple MS, particularly in the context
of automated sample preparation such as the SBSE (Stir bar sorptive extraction) or the

SPME (solid-phase microextraction) in the case of water samples (Kanan et al., 2012).
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Publication n° 5 : Extraction des HAP, HAPS et de leurs dérivés alkylés dans I'eau de
mer par la microextraction sur phase solide (SPME) couplée a la chromatographie en
phase gazeuse et a la spectrométrie de masse (GC-MS).

Résumé

Cette étude a porté sur la mise au point d’une méthodologie d’extraction et d’analyse
par SPME-GC-MS pour la détermination des hydrocarbures polyaromatiques (HAP, HAPS
et de nombreux dérivés alkylés) dans 1’eau de mer. La validation de la méthodologie a porté
sur sa linéariteé, ses limites de détection et de quantification ainsi que sur sa performance
pour le dosage des analytes d’intérét effectué sur des fractions solubles (WAF) préparées au
laboratoire. Pour des concentrations allant de 1 & 100 ng/L, la SPME montre une bonne
linéarité. Sa sensibilité pour tous les composés étudiés est tres satisfaisante. Les limites de
détection sont comprises entre 0,01 et 0,1 ng/L. Les analyses des WAF en combinaison avec
les solutions de calibration étendues a 51 composés ont permis de quantifier 50 composés et
23 familles d’alkylés. Les résultats obtenus lors de cette étude ont permis d’une part, de
mettre en évidence les nombreux avantages de la SPME (rapide, performante et a faible
colt) la faisant apparaitre comme trés prometteuse pour des suivis environnementaux a
haute fréquence, et d’autre part d’améliorer les méthodes de quantification des familles

d’alkylés en MS simple.
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Extraction of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS), polycyclic aromatic sulfur
heterocycles (PASHSs) and alkylated derivatives from seawater using solide-phase
microextraction (SPME)-gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS).
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Abstract

Polycyclic aromatic compounds (PACSs) represent a category of compounds known as
highly toxic and can cause both short-and long-term effects. Therefore, it is of major interest
to be able to characterize any contamination of the water column by this family of chemical
compounds, both quantitatively and qualitatively. Many analytical developments have been
applied to the determination of 14, 16 or 24 polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) in
aqueous samples but no work which focuses on the analysis of a large number of dissolved
PACs has been published to our knowledge. In this context, a solid-phase microextraction
(SPME) coupled to gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) method has been
applied to the extraction of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS), polycyclic aromatic
sulfur heterocycles (PASHs) and alkylated derivatives from seawater. With an 8 mL sample
volume the present method showed good linearity for concentrations ranging from 1 to
100 ng/L with correlation coefficients between 0.971 and 0.997. The limits of detection
(LOD) are below 0.2 ng/L and ranged from 0.01 ng/L for 3-methylphenanthrene to 0.1 ng/L
for naphthalene. The SPME-GC-MS procedure was applied to the analysis of PAHs, PASHs
and alkylated derivatives in the water accommodated fraction (WAF) of seawater samples

prepared in the laboratory from a crude oil.

Keywards: Capillary GC-MS, Polycyclic aromatic hydrocarbons (PASHSs), Polycyclic aromatic sulfur
heterocycles (PASHSs), Solid-phase microextraction (SPME).
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1. Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) form a large group of environmental
contaminants and some of them exhibit a carcinogenic or mutagenic potential. Some
analogues of these compounds, such as polycyclic aromatic sulfur heterocycles (PASHS),
are also potentially mutagenic and carcinogenic (Andersson and Schmid, 1995; MacFall et
al., 1984, Mossner and Wise, 1999). They were detected in several environmental samples:
urban dust (Mostafa et al., 2009), sediments (Brack and Schirmer, 2003), coal flue gas
(ThuB et al., 2000). They were also analyzed in fossil materials (Mdssner and Wise, 1999;
Moustafa and Andersson, 2011). Moreover, PASHSs can be potential indicators of the origin
and maturity of crude oils (Budzinski et al., 1993; Hegazi et al., 2003). In view of their
importance in environmental chemistry, toxicology and organic geochemistry etc., there is
increasing interest in the isolation, identification and quantification of these compounds
(Becker and Colmsjo, 1998; Hegazi and Andersson, 2007; Liang et al., 2006; Schade and
Andersson, 2006).

The detection of polycyclic aromatic compounds PACs in aqueous samples requires
very selective and sensitive methods. The classical methods for the extraction of analytes
from aqueous samples are liquid-liquid extraction (LLE) and solid-phase extraction (SPE)
techniques. Although these conventional extraction methods offer precise results, they are

generally time-consuming and require large amounts of organic solvents.

In recent years, the introduction of solid-phase microextraction (SPME) as a rapid
extraction technique by Arthur and Pawliszyn in 1990 (Arthur and Pawliszyn, 1990), has
gained increasing acceptance for a wide range of applications. It is a fast, simple,
inexpensive, and solvent-free extraction technique (Pawliszyn, 1997). SPME has been
successfully used for the analysis of PACs in water (Cortazar et al., 2002; Doong et al.,
2000; Gonzélez et al., 2007; King et al., 2004; Rainawati and Balasubramanian, 2009; Popp
et al., 2000) but in these works only PAHs were analyzed. Thus, in this paper we propose a
totally automated extraction procedure that uses SPME followed by GC-MS to determine
PAHs, PASHs and alkylated derivatives in the water accommodated fraction (WAF) of

seawater samples prepared in the laboratory from a crude oil.
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2. Experimental set-up

2.1. Analytical Standards

Reference PAHs (eighteen compounds) and deuterated internal standards were
obtained from Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (Andover, USA). A solution containing
eighteen alkylated PAHs (SRM 1491a) at concentrations in the range 1-2 pg/mL in toluene
was purchased from NIST (Gaithersburg, MD, USA). In addition, eight PASHs and eight
alkylated derivatives were synthesized in one of our laboratories (Institute of Inorganic and
Analytical Chemistry, 2012) and a solution at a concentration of 100 pg/mL in methanol
was prepared. A list of the investigated chemicals and relative internal standards and

abbreviations for each compound is reported in Table 1.

2.2. Preparation of water accommodated fraction (WAF)

The water accommodated fraction (WAF) was prepared according to guidelines
established by CROSSERF (Singer et al., 2000). This experiment was conducted in order to
transfer compounds from the oil to the water phase only by solubilization. The principle of
this experiment was to introduce oil at the water surface of a closed flask. To avoid
significant transfer to the air phase, the headspace had to be lower than 25% of the whole
volume of the flask. The oil/water ratio was set at 1:100 000 (10 mg of oil for 1L of
seawater), and agitation was ensured by using a magnetic stirrer. The experimental device
was set in an air-conditioned room at 21 °C for 24 h to reach the equilibrium (Fig. 1). The
oil used was Erika oil. Finally, samples were collected through a tap located approximately
at the bottom of the flask.

Oil slick Gas phase
Seawater  gtjrring (24 h)
Magnetic
rod - -
WAF
Magnetic diosoner
stirrer dissolved
A ? )

Fig. 1. Preparation of water accommodated fraction (A: Oil was poured onto the water surface, B: Agitation
during 24 h, C: Sampling of the WAF).
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2.3. Solid-phase microextraction procedure

The SPME polydimethylsiloxane fibers (100 um film thickness) were obtained from
Supelco (Sigma-Aldrich, South Africa). Prior to extraction, the fibers were conditioned in
the injection port of the gas chromatograph for 3 h at 270 °C. The entirely automated
extractions were performed by a commercial auto-sampler Multipurpose Sampler
(GERSTEL®) mounted on the GC-MS system. The SPME procedure was performed by
placing 8 mL of seawater sample in 10 mL vials capped with PTFE-coated septa. The fibers
were immersed into the seawater with agitation at 250 rpm for 60 min. After extraction, the
fiber was thermally desorbed for 10 min into the GC-MS injector port in splitless mode at
270 °C. Blank desorptions of the fiber were carried out to ensure that no contamination was

present both before and during use.

2.4. Apparatus and analytical conditions

The analysis of compounds was achieved using a 7890A Agilent GC (Agilent
Technologies, Santa Clara, California). Chromatographic separations were performed on a
fused-silica HP-5MS capillary column (length 30 m, i.d. 0.25 mm, film thickness 0.25 um;
J&W Scientific, Agilent, Folsom, CA, USA). Helium was used as carrier gas at a flow of 1
mL/min. The oven temperature program was: from 50 °C (1 min) to 150 °C at 10 °C/min,
and then to 320 °C (5 min) at 5°C/min. The temperatures of the transfer line and the ion
source were 300 and 280 °C, respectively. Electron ionization (El) was operated at 70 eV
Compounds were quantified in the selected ion monitoring (SIM) mode.

3. Results and discussion

3.1. Identification of compounds
The analysis in scan and SIM modes of Milli-Q water spiked by different solutions of
PAHs, PASHs and their corresponding alkylated compounds allowed the identification of

each compound and confirmation of its retention time (Table 1).

Table 1
Identification of compounds.
Number Cas number Compound name Abbreviation Rt (min)
1 [1146-65-2] Naphthalene-dg N-dg 8.68
2 [91-20-3] Naphthalene N 8.72
3 [91-57-6] 2-Methylnaphthalene 2-MN 10.32
4 [90-12-0] 1-Methylnaphthalene 1-MN 10.54
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24
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33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

[95-15-8]
[1195-14-8]
[14315-14-1]
[2404-87-7]
[581-42-0]
[575-43-9]
[573-98-8]
[93951-97-4]
[208-96-8]
[15067-26-2]
[83-32-9]
[81103-79-9]
[86-73-7]
[33262-29-2]
[132-65-0]
[268-77-9]
[31317-07-4]
[20928--02-3]
[1207-12-1]
[31317-19-8]
[132034-91-4]
[31317-09-6]
[1517-22-2]
[85-01-8]
[832-71-3]
[2531-84-2]
[883-20-5]
[832-69-9]
[483-87-4]
[483-65-8]
[1719-06-8]
[120-12-7]
[613-12-7]
[93951-69-0]
[206-44-0]

[25889-60-5]/[1706-01-0]

[1718-52-1]
[129-00-0]
[3353-12-6]
[2381-21-7]
[1718-53-2]
[56-55-3]
[1719-03-5]
[218-01-9]
[3351-31-3]
[1705-85-7]
[239-35-0]
[205-43-6]
[17164-77-1]
[93951-98-5]
[205-99-2]
[93952-01-3]
[207-08-9]
[205440-82-0]

Benzo[b]thiophene
2-Methylbenzothiophene
5-Methylbenzothiophene
3-Phenylthiophene
2,6-Dimethylnaphthalene
1,6-Dimethylnaphthalene
1,2-Dimethylnaphthalene
Acenaphthylene-dg
Acenaphthylene
Acenaphthene-d,,
Acenaphthene

Fluorene-dq

Fluorene
Dibenzothiophene-dg
Dibenzothiophene
Naphtho[2,3-b]thiophene
4-Methyldibenzothiophene
2-Methyldibenzothiophene
4,6-Dimethyldibenzothiophene
2,7-Dimethyldibenzothiophene
4,6-Diethyldibenzothiophene

2,4,6,8-Tetramethyldibenzothiophene

Phenanthrene-dy
Phenanthrene
3-Methylphenanthrene
2-Methylphenanthrene
9-Methylphenanthrene
1-Methylphenanthrene
1,7-Dimethylphenanthrene
Retene

Anthracene-dy,
Anthracene
2-Methylanthracene
Fluoranthene-dq
Fluoranthene
1/3-Methylfluoranthene
Pyrene-dyo

Pyrene

4-Methylpyrene
1-Methylpyrene
Benzo[a]anthracene-d;,
Benzo[a]anthracene
Chrysene-d;,

Chrysene
3-Methylchrysene
6-Methylchrysene
Benzo[b]naphtho[2,1-d]thiophene
Benzo[b]naphtho[1,2-d]thiophene
2-(2-Naphthyl)benzothiophene
Benzo[b]fluoranthene-d;,
Benzo[b]fluoranthene
Benzo[K]fluoranthene-d;,
Benzo[k]fluoranthene
Benzo[e]pyrene-d;,

B[b]T
2-MBT
5-MBT
3-PhenylT
2,6-DMN
1,6-DMN
1,2-DMN
Acy-dg

Acy

ACE'dlo

Ace

F-dio

F

DBT-dg
DB[b,d]T
N[2,3-b]T
4-MDBT
2-MDBT
4,6-DMDBT
2,7-DMDBT
4,6-DEDBT
2,4,6,8-TMDBT
Phe-dlo

Phe

3-MPhe
2-MPhe
9-MPhe
1-MPhe
1,7-DMPhe
R

Ant'dlo

Ant

2-MAnNt
Fluo-dy
Fluo
1/3-MFluo
Pyr-dio

Pyr

4-MPyr
1-MPyr
B[a]Ant-d;,
B[a]Ant
Chry'dlz
Chry
3-MChry
6-MChry
B[b]N[2,1-d]T
B[b]N[1,2-d]T

2-(2-Naphthyl)BT

B[b]Fluo-d;,
B[b]Fluo
B[K]Fluo-d;,
B[k]Fluo
B[e]Pyr-ds,

8.85
10.34
10.43
11.95
11.84
12.10
12.57
12.47
12.51
12.94
13.04
14.40
14.58
17.40
17.47
18.41
19.24
19.60
21.01
21.73
24.08
24.98
17.86
17.95
19.96
20.07
20.41
20.50
22.62
25.49
18.05
18.12
20.22
22.79
22.86
25.44
23.69
23.76
26.22
26.35
29.17
29.25
29.32
29.42
31.21
31.57
28.15
28.57
32.39
33.80
33.83
33.90
33.92
34.83
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59 [192-97-2] Benzo[e]pyrene Ble]Pyr 34.93
60 [63466-71-7] Benzo[a]pyrene-d;, B[a]Pyr-d;, 35.03
61 [50-32-8] Benzo[a]pyrene B[a]Pyr 35.10
62 [1520-96-3] Perylene-d;, P-dy, 35.35
63 [198-55-0] Perylene P 35.44
64 [201-96-4] Benzo[b]phenanthro[9,10-d]thiophene B[b]ph[9,10-d]T 38.46
65 [203578-33-0] Indeno[1,2,3-cd]pyrene-d;, I[1,2,3-cd]Pyr-d;, 39.11
66 [193-39-5] Indeno[1,2,3-cd]pyrene 1[1,2,3-cd]Pyr 39.13
67 [93951-66-7] Benzo[ghi]perylene-d;, B[ghi]P-d;, 39.90
68 [191-24-2] Benzo[ghi]perylene B[ghi]P 39.94
69 [13250-98-1] Dibenzo[a,h]anthracene-di,4 DB[a,h]Ant-dyy 39.26
70 [53-70-3] Dibenzo[a,h]anthracene DB[a,h]Ant 39.36

Surrogates used for quantification in italic, corresponding quantified compounds below.
CAS: chemical abstract service registry number.
Rt: Retention time.

3.2. Calibration and SPME method validation

3.2.1. Calibration curves and linearity

An internal calibration procedure was carried out for the quantification of the targets
compounds. The objective was to establish the calibration curve and calculate the limits of
detection and quantification of each compound studied. The linearity of the method was
evaluated at five levels of concentration (1, 5, 10, 50 and 100 ng/L), by extracting spiked
Milli-Q water samples, and k = 3 replicates per level were performed. The concentration of
internal standard was constant and equal to 80 ng/L for each level of concentration. Fifteen
pairs (X;, yi) of observations of two quantitative variables X and Y for each compound were
obtained, where: X = area of compound/area of internal standard (A/Ag) and Y =
concentration of compounds/concentration of internal standard (C/Cg4). Thus, the
chromatograms obtained from five levels of calibration are quantified to plot the calibration
curves using the following equation:

A/A; =1 (CICy) Q)

The naphtho[2,3-b]thiophene was taken as an example to illustrate this study. The area
ratio for this compound is calculated with respect to its internal standard, phenanthrene-dio.
A linear model, with good linearity, was obtained for all calibration curves as shown in the
calibration curve of naphtho[2,3-b]thiophene (Fig. 2) (R*> 0.99). The regression coefficients
are between 0.971 and 0.997 for all the compounds studied (Table 2).
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1,4 -
Naphtho[2,3-b Jthiophene

1,2 - .
1,0 A

0.8 -

0,6 A

Area of compound / Area of internal
standard

0,2 -
R? = 0,9956

0,0

0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0 1,2 14 1,6
Concentration of compound / Concentration of internal standard

Fig. 2. Calibration curve of naphtho[2,3-b]thiophene.

3.2.2. Limits of detection and guantification
The limit of quantification (LOQ) is the lowest amount of analyte in a sample that can
be quantitatively determined with suitable precision and accuracy. The following value is
commonly used:
LOQ =3.33LOD (2)

The limit of detection (LOD) is the analyte concentration that results in a significantly

higher measured signal than that obtained when the concentration is nil.

The limits of detection (LOD) were calculated according to the calibration curve
method. Calculation of the LOD by this method takes into account not only the values ay
and a; of the calibration straight line (Y = ap + a; X), but also the quality of the adjustment
characterised by the residual standard deviation sby.

In this case, the formula used is:

LOD=t, SD, \/I 3)
a Vk

where t, is Student’s t at (n-2) degrees of freedom, v is equal to (n-1) or (nk-1) degrees of

freedom according to the validity of the model, k is the number of repetitions of the signal

for each measurement.
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As the linear model was validated in the case of naphtho[2,3-b]thiophene, the
calibration curve method was applied to this compound as an example. As the model
proposed has no constant, the limit of detection is determined using the formula (3), with a

number of degrees of freedom [Jv equal to four:

LOD =0.02 ng/L

The limit of quantification can then be deduced from this using the formula (2):
LOQ = 0.1 ng/L

The limits of quantification and detection were calculated for all the other components
studied using the same method. Table 2 shows the results for the PACs investigated. The
detection limits for all compounds are below 0.2 ng/L. A comparison with some papers for
the determination of PAHSs in water shows that the detection limits for a 8 mL sample are
particularly low (between 0.02 and 0.1 ng/L). Popp et al. (2000) used the SPME coupled to
liquid chromatography- fluorescence detection (LC-FLD) and a water sample of 5 mL to
obtain LOD between 1 and 6 ng/L. King et al. (2004) used the SPME with a 100 um PDMS
fiber in combination with GC-MS and calculated an LOD between 1 and 29 ng/L for 16

PAHs for a 30 mL water sample.

Table 2
Limits of detection and quantification (LOD and LOQ, in ng/L), selected ions for quantification (m/z) and
correlation coefficients (R?) of the calibration curves (from 1 to 100 ng/L) for the investigated compounds.

Compounds Selected ions (m/z) (R? LOD (ng/L) LOQ (ng/L)
N 128-127-102 0.985 0.1 0.3
2-MN 142-141 0.986 0.1 0.3
1-MN 142-141 0.985 0.1 0.3
B[b]T 134-89 0.978 0.1 0.3
2-MBT 147-148-115 0.992 0.1 0.2
5-MBT 147-148-115 0.987 0.1 0.3
3-PhenyIT 160-115 0.993 0.02 0.1
2,6-DMN 156-141 0.971 0.1 0.5
1,6-DMN 156-141 0.977 0.1 0.4
1,2-DMN 156-141 0.971 0.1 04
Acy 152-151-76 0.993 0.1 0.2
Ace 154-153-152-76 0.992 0.03 0.1
F 166-165 0.989 0.1 0.3
DB[b,d]T 184-139-152 0.992 0.03 0.1
N[2,3-b]T 184-139-152 0.995 0.03 0.1
4-MDBT 198-194 0.994 0.05 0.2
2-MDBT 198-194 0.996 0.02 0.1
4,6-DMDBT 212-211 0.992 0.04 0.1
2,7-DMDBT 212-211 0.991 0.04 0.1
4,6-DEDBT 225-240 0.978 0.1 0.4
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2,4,6,8-TMDBT
Phe

Ant

3-MPhe
2-MPhe
2-MAnt
9-MPhe
1-MPhe
1,7-DMPhe

R

Fluo

Pyr

1/3-MFluo
4-MPyr
1-MPyr
B[a]Ant

Chry
3-MChry
6-MChry
B[bIN[2,1-d]T
B[bIN[1,2-d]T
2-(2-Naphthyl)BT
B[b]Fluo
B[k]Fluo
B[e]Pyr
B[a]Pyr

P
B[b]ph[9,10-d]T
I[1,2,3-cd]Pyr
B[ghi]P
DBJ[a,h]Ant

240-225
178-176-152
178-176-152
192-191
192-191
192-191
192-191
192-191

206

234
202-200-201
202-200-201
216

216

216

228-227
228-227

242

242

234-232
234-232

260
252-250-126
252-250-126
252-250-126
252-250-126
252-250-126
284-282-252
276-138
276-138
278-276-139

0.977
0.990
0.987
0.996
0.997
0.989
0.992
0.996
0.995
0.990
0.990
0.995
0.997
0.993
0.994
0.996
0.995
0.993
0.991
0.995
0.995
0.988
0.995
0.993
0.994
0.979
0.993
0.989
0.995
0.995
0.997

0.1

0.05
0.05
0.01
0.01
0.05
0.01
0.02
0.03
0.1

0.04
0.04
0.02
0.04
0.04
0.02
0.04
0.05
0.05
0.02
0.02
0.1

0.05
0.04
0.06
0.04
0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.4
0.2
0.2
0.03
0.05
0.2
0.03
0.1
0.1
0.3
0.1
0.1
0.05
0.1
0.1
0.1
0.1
0.2
0.2
0.05
0.06
0.3
0.2
0.1
0.2
0.1
0.2
0.3
0.3
0.2
0.2

3.3. Quantification of PACs and alkylated PACs in the WAF

The PACs were quantified by SPME-GC-MS in the water accommodated fraction

(WAF) prepared with an oil/water ratio of 1:100 000. Nearly all the target compounds were
detected and could also be quantified (Table 3). Alkylated PACs, for which we do not have

all alkylated PACs isomer available as standards, were quantified as groups, as it shown in

Fig. 3.
Table 3
Concentration of PACs in the WAF of an Erika oil.

R.S.D. (% R.S.D. (%
Compounds [PACs] ng/L S _é 0) Compounds [PACs] ng/L Sn _; 0)
N 6215 121 3-MPhe 468 9
2-MN 9004 30 2-MPhe 470 9
1-MN 7690 8 2-MAnNt 162 13
2,6-DMN 3022 26 9-Mphe 348 9
1,6-DMN 2153 5 1-Mphe 333 7
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1,2-DMN 1060 23 1,7-DMPhe 55 9
C-N 14318 9 C,-Phe/Ant 823 5
Cs-N 7627 9 Cs-Phe/Ant 208 7
Cs-N 1335 10 R nd -
B[b]T 1505 38 C,-Phe/Ant 127 8
2-MBT 2008 6 Fluo 53 10
5-MBT 1570 50 Pyr 161 8
C.-BT 7723 29 1/3-MFluo 42 6
C,-BT 8470 6 4-MPyr 93 8
Cs-BT 5414 16 1-MPyr 89 3
C,-BT 1425 21 Ci-Fluo/Pyr 263 7
3-PhenyIT 1051 130 C,-Fluo/Pyr 98 0
Acy 18 7 Cs-Fluo/Pyr 39 1
Ace 1145 3 B[b]N[2,1-d]T 33 11
F 865 1 B[b]N[1,2-d]T 11 17
Ci-F 1342 5 B[a]Ant 30 14
C,F 969 8 Chry 82 10
CsF 510 10  CyChry 69 13
DB[b,d]T 601 10  CyChry 31 3
2-MDBT 449 8  CsChry 13 6
4-MDBT 349 11 2-(2-Naphtyl)BT 0 47
4,6-DMDBT 35 12 3-MChry 26 2
2,7-DMDBT 52 9  6-MChry 6 2
4,6-DEDBT 1 20 B[b]Fluo 3 2
2,4,6,8-TMDBT 2 16 B[KJFluo 1 26
C.-DBT 1192 12 Ble]Pyr 4 7
C,-DBT 576 8 B[a]Pyr 2 13
Cy-DBT 161 6 P 1 29
C,-DBT 46 2 B[b]Ph[9,10-d]T 1 27
Phe 2290 10 In[1,2-cd]Pyr 1 48
Ant 228 13 DBI[ah]Ant 2 49
N[2,3-b]T 16 8 B[ghi]P 1 25
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Fig. 3. Analysis of PACs and alkylated derivatives in the WAF of Erika oil by SPME-GC-MS.
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Because standards are not commercially available for every alkylated PAC, the
quantification of alkylated PAC homologues was generally performed with the
approximation that the response factors for alkylated homologues are equal to the response
factor of the respective unsubstituted (parent) compound (Burkhardt et al., 2005). The study
of the response factors of individual compounds showed that no significant differences were
observed between the response factors of isomers within the same homologue group (Fig.
4). For theses reasons, and in accordance with the literature (Planas et al., 2006; Wang et
al., 1994), in this study, average response factors were used to quantify all the isomers of
each group. As an example, average response factors of dimethylnaphthalenes was used to
quantify the whole profile of C,-naphthalenes.

8 2,0
+
74 26-DMN $ . 181+26-DMDBT
5 X o
$ _ 6{e16DMN §_°1s27oMDBT
< <gT 141" 7
~ @©
<8 ;|
=) E x 1,2-DMN g ;'éu 121 x 2-MDBT
2 4] 80 10
EE ET 4| 4MDBT
© g 31 oa ]
5 c 5 E 064
S 21 « '
b g 04
14 . .
Naphthalenes 02 Dibenzothiophenes
0 T T T T T T T l 0,0 r r r r r r r \
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6
Concentration of compound / Concentration of internal standard Concentration of compound / Concentration of internal standard
4,0 q 1,2 q
354 ° 2-MPhe © 4-MPyr
5 7 "2 1.0 4
§ 304 x9-MPhe o A 1-MPyr
g <3
- <% o8
o2 7). 3-MPhe =
S 3%
3 % 201 82 061
£ x 1-MPhe ET
S £ 15 o £
o E ) © E 0,4 4
= g B E
© = 10 M I
g g
< 051 < 02y
' Phenanthrenes Pyrenes
0,0 T T T T T T T d 0,0 T T T T T T T d
0,0 02 04 06 08 10 12 14 16 0,0 02 04 06 08 10 12 14 16
Concentration of compound / Concentration of internal standard Concentration of compound / Concentration of internal standard

Fig. 4. Calibration curves of alkylated derivatives.

The other groups, for which we do not have any alkylated PACs isomer (C,-, C3- and
Cy-benzothiophenes, Cs-, C4-naphthalenes, C,-, Cs-fluoranthenes/pyrenes and C,-, Cs-chrys-
enes), were quantified using average response factors obtained from methylbenzo-
thiophenes, dimethylnaphthalenes, methylpyrenes and methylchrysenes, respectively
(Kanan et al., 2012). The average response factors of dimethydibenzothiophenes (C,-DBT)
and tetramethyldibenzothiophene (C4-DBT) were used for quantification of C3-DBT. The
average response factors of 1,7-dimethylphenanthrene (C,-phe/Ant) and retene (C4-phe/Ant)
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were used for quantification of C3-Phe/Ant (Kanan et al., 2012). In the case of fluorene, no
alkylated compounds were available in standard solutions, the whole profiles of C;-, C,-and
Cs-fluorenes were quantified using the response factor of the appropriate parent (Burkhardt
et al., 2005).

4. Conclusions

The SPME-GC-MS method was applied successfully to determine polycyclic
aromatic compounds and alkylated derivatives in the water accommodated fraction (WAF)
of seawater samples prepared in the laboratory from a crude oil. With a sample volume of
only 8 mL of seawater, the proposed method is sensitive, simple and shows good linearity
and detection limits lower than 0.2 ng/L. SPME has practical advantages such as not
requiring any preliminary sample preparation step, since it combines sampling and
preconcentration in one step, and avoiding the use of expensive and toxic solvents. Because
standards are not commercially available for every alkylated PAC isomer, the concentration
of the alkylated groups is reported as generally semiquantitative.
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Publication n° 6 : Intérét de la microextraction sur phase solide (SPME) couplée a la
GC-MS-MS pour ’analyse des HAP et HAPS dans I’eau de mer.

Résumé

Ce travail décrit I’application de la microextraction sur phase solide (SPME) couplée a
la GC-MS et a la GC-MS-MS pour I’identification et la quantification des HAP, HAPS et de
leurs dérivés alkylés dans I’cau de mer. Pour des concentrations allant de 1 a 100 ng/L, une
bonne linéarité a été établie avec des coefficients de corrélation supérieurs a 0,980 dans la
majorité des cas. Les limites de détection sont de I’ordre ou inférieures a 0,1 ng/L. La
performance de la méthodologie est démontrée pour 1’extraction des analytes d’intérét des
fractions solubles (WAF) préparées au laboratoire. Les résultats obtenus lors de cette étude
ont montré tout I’intérét de la technique SPME couplée a la GC-MS-MS pour ’analyse
simultanée des HAP et HAPS dans les matrices complexes telles que des eaux marines

artificiellement contaminées (WAF).

163



Chapitre Il : Résultats

Benefit of solid phase microextraction followed by gas chromatography coupled to
tandem mass spectrometry for the analysis of PAHs and PASHSs in seawater

Rami Kanan &%, Jan T. Andersson ©, Stéphane Le Floch ®, Karyn Le Menach ® and
Héléne Budzinski @

@ Cedre-Brest Cedex2, France
@ University of Bordeaux 1-EPOC-LPTC-Talence Cedex, France
@ Institute of Inorganic and Analytical Chemistry, University of Muenster, Corrensstrasse 30, D-48149
Muenster, Germany

Abstract

This work describes the application of solid phase microextraction (SPME) coupled to
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) and tandem mass spectrometry (MS-MS)
for the analysis of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) and polycyclic aromatic
sulphur heterocycles (PASHS) in seawater. A 100 um polydimethylsiloxane fiber was used
to extract the analytes directly from seawater and then thermal desorption was carried out in
the hot injector of a gas chromatograph. A good linearity was established in the range
between 1 and 100 ng/L, with R? > 0.980 for most of the compounds studied. Detection
limits were between 0.01 and 0.1 ng/L for all of the target compounds. The SPME-GC-MS
and MS-MS procedures were applied to the determination of PAHs and PASHSs in the water
accommodated fraction (WAF) prepared in the laboratory from a crude oil. The results
obtained from WAF analysis have demonstrated the benefit of SPME-GC-MS-MS for the

simultaneous analysis of PAHs and PASHSs in complex matrices.

Keywords: Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs), Polycyclic aromatic sulfur heterocycles (PASHSs), Solid

phase microextraction (SPME), Tandem mass spectrometry, Water accommodated fraction (WAF).
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1. Introduction

Solid phase microextraction (SPME) coupled to gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS), when compared to other sample preparation methods, offers
considerable advantages including simplicity, rapidity, less sample manipulation and
solvent-free extraction. However, despite the selectivity of mass selective detection, it
comes with some interference problems which can occur between polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHSs) and some polycyclic aromatic sulphur heterocycles (PASHSs) (Hegazi
and Andersson, 2007; Chiaberge et al., 2011). For example, dibenzothiophene (DBT),
methyldibenzothiophenes (MDBT) and benzonaphthothiophenes (BNTs) have molecular
masses of 184, 198 and 234, respectively. The same nominal masses are exhibited by C,-
naphthalenes (C4-N), Cs-naphthalenes (Cs-N) and Cg4-phenanthrenes/anthracenes (Cs-
Phe/Ant) which furthermore have a similar retention time. Therefore, in GC-MS analysis,
interferences between DBT and C;-N, MDBT and Cs-N, and between BNTs and Cy-
Phe/Ant may occur (Hegazi and Andersson, 2007; Chiaberge et al., 2011).

Thus, to improve the selectivity of the MS analysis, in the present work, a method for
the analysis of PAHs and PASHs by gas chromatography coupled with tandem mass
spectrometry was developed. The results obtained from WAF analysis demonstrate the
advantages of SPME-GC-MS-MS for the simultaneous analysis of PAHs and PASHSs in

complex environmental matrices.

2. Experimental set-up

2.1. Standard solutions

Reference PAHs (eighteen compounds) and deuterated internal standards were
obtained from Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (Andover, USA). A solution containing
eighteen alkylated PAHs (SRM 1491a) at concentrations in the range 1-2 pg/mL in toluene
was purchased from NIST (Gaithersburg, MD, USA). In addition, eight PASHs and eight
alkylated derivatives were synthesized in one of our laboratories (Institute of Inorganic and
Analytical Chemistry, 2012) and prepared at a concentration of 100 pug/mL in methanol.

2.2. Preparation of WAF
The water accommodated fraction (WAF) of a crude oil was prepared according to
guidelines established by CROSSERF (Singer et al., 2000). This experiment was conducted
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in order to transfer compounds from the oil to the water phase only by solubilization. The
principle of this experiment was to introduce oil at the water surface of a closed flask. To
prevent significant transfer to the air phase, the headspace had to be less than 25% of the
whole volume of the flask. The oil/water ratio was set at 1:100 000 (10 mg of oil for 1 L of
seawater), and the liquids were stirred using a magnetic stirrer. This movement was set to a
minimum level to prevent oil from being dispersed in the water column. The experimental
device was set up in an air-conditioned room at 21 °C for 24 h to reach equilibrium. The oil
used was similar to that of the Erika spill. Finally, samples were collected through a tap

located approximately 3 cm above the bottom of the flask.

2.3. SPME extraction procedure

The SPME polydimethylsiloxane fibers (100 pum film thickness) were obtained from
Supelco (Sigma-Aldrich, South Africa). Prior to extraction, the fibers were conditioned in
the injection port of the gas chromatograph for 3 h at 270 °C. The entirely automated
extractions were performed by a commercial auto-sampler Multipurpose Sampler
(GERSTEL®) mounted on the GC-MS system. The SPME procedure was performed by
placing 8 mL of seawater sample in 10 mL vials capped with PTFE-coated septa. The fibers
were immersed into the seawater with agitation at 250 rpm for 60 min. After extraction, the
fiber was thermally desorbed for 10 min into the GC-MS injector port in splitless mode at
270 °C. Blank desorptions of the fiber were carried out to ensure that no contamination was
present both before and during use.

2.4. Apparatus and analytical conditions

2.4.1. GC-MS analysis

The analysis of compounds was achieved using a 7890A Agilent GC (Agilent
Technologies, Santa Clara, California). Chromatographic separations were performed on a
fused-silica HP-5MS capillary column (length 30 m, i.d. 0.25 mm, film thickness 0.25 um;
J&W Scientific, Agilent, Folsom, CA, USA). Helium was used as carrier gas at a flow of 1
mL/min. The oven temperature program was: from 50 °C (1 min) to 150 °C at 10 °C /min,
and then to 320 °C (5 min) at 5°C /min. The temperatures of the transfer line and the ion
source were 300 and 280 °C, respectively. Electron ionization (EI) was operated at 70 eV
Compounds were quantified in the selected ion monitoring (SIM) mode. The target
compounds and selected SIM ions under the given experimental conditions are listed in
Table 1.
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2.4.2. GC-MS-MS analysis

The same GC parameters as previously detailed with SPME-GC-MS were also

applied with GC-MS-MS. Compounds were detected and quantified by monitoring two

specific transitions (Kanan et al., 2012a). Table 1 gives the monitored transitions and

optimal collision energies for each compound.

Table 1

GC-MS and MS-MS conditions for the studied compounds. The deuterated compounds in italics are the
internal standards used for quantifying the compounds that are listed following the standards.

MS MS-MS
Compound name Abbreviation Rt. . Q“af‘t.'f'e” CollliEr
(min)  Quantific- qualifier energy

ation ions  (Q/q) (ev)
Naphthalene-dg N-dg 8.68 136 136/136 0/0
Naphthalene N 8.72 128 102/127 20/20
2-Methylnaphthalene 2-MN 10.32 142 141/115 20/20
1-Methylnaphthalene 1-MN 10.54 142 141/115 20/20
Benzo[b]thiophene B[b]T 8.85 134 89/108 25/25
2-Methylbenzothiophene 2-MBT 10.34 147 147/115 40/40
5-Methylbenzothiophene 5-MBT 10.43 147 147/115 40/40
3-Phenylthiophene 3-PhenyIT 11.95 160 115/128 30/30
2,6-Dimethylnaphthalene 2,6-DMN 11.84 156 141/115 25/25
1,6-Dimethylnaphthalene 1,6-DMN 12.10 156 141/115 25/25
1,2-Dimethylnaphthalene 1,2-DMN 12.57 156 141/115 25/25
Acenaphthylene-dsg Acy-dg 12.47 160 160/160 0/0
Acenaphthylene Acy 12.51 152 151/150 25/25
Acenaphthene-d;, Ace-dyg 12.94 164 164/164 0/0
Acenaphthene Ace 13.04 154 152/153 35/35
Fluorene-dqq F-dq 14.40 176 176/176 0/0
Fluorene F 14.58 166 165-164 40/40
Dibenzothiophene-dg DBT-dg 17.40 192 192/192 0/0
Dibenzothiophene DBI[b,d]T 17.47 184 152/139 20/20
Naphtho[2,3-b]thiophene N[2,3-b]T 18.41 184 152/139 20/20
4-Methyldibenzothiophene 4-MDBT 19.24 198 197/165 30/25
2-Methyldibenzothiophene 2-MDBT 19.60 198 197/165 30/25
4,6-Dimethyldibenzothiophene 4,6-DMDBT 21.01 212 211/197 30/25
2,7-Dimethyldibenzothiophene 2,7-DMDBT 21.73 212 211/197 30/25
4,6-Diethyldibenzothiophene 4,6-DEDBT 24.08 225 239/225 35/35
2,4,6,8-Tetramethyldibenzothiophene 2,4,6,8-TMDBT  24.98 240 239/225 35/35
Phenanthrene-d;g Phe-dg 17.86 188 188/188 0/0
Phenanthrene Phe 17.95 178 176/152 40/15
3-Methylphenanthrene 3-MPhe 19.96 192 191/189 30/30
2-Methylphenanthrene 2-MPhe 20.07 192 191/189 30/30
9-Methylphenanthrene 9-MPhe 20.41 192 191/189 30/30
1-Methylphenanthrene 1-MPhe 20.50 192 191/189 30/30
1,7-Dimethylphenanthrene 1,7-DMPhe 22.62 206 191/205 20/20
Retene R 25.49 234 219/205 15/15
Anthracene-d;, Ant-dg 18.05 188 188/188 0/0
Anthracene Ant 18.12 178 176/152 40/15
2-Methylanthracene 2-MAnNt 20.22 192 191/189 30/30
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Fluoranthene-d;, Fluo-dy 22.79 212 212/212 0/0
Fluoranthene Fluo 22.86 202 201/200 20/20
1/3-Methylfluoranthene 1/3-MFluo 25.44 216 216/215 0/20
Pyrene-dyo Pyr-dyo 23.69 212 212/212 0/0
Pyrene Pyr 23.76 202 201/200 20/20
4-Methylpyrene 4-MPyr 26.22 216 216/215 0/20
1-Methylpyrene 1-MPyr 26.35 216 216/215 0/20
Benzo[a]anthracene-d;, B[a]Ant-d;, 29.17 240 240/240 0/0
Benzo[a]anthracene B[a]Ant 29.25 228 226/227 30/30
Chrysene-d, Chry-d;, 29.32 240 204/240 0/0
Chrysene Chry 29.42 228 226/227 30/30
3-Methylchrysene 3-MChry 31.21 242 241/239 30/30
6-Methylchrysene 6-MChry 31.57 242 241/239 30/30
Benzo[b]naphtho[2,1-d]thiophene B[bIN[2,1-d]T 28.15 234 202/189 25/25
Benzo[b]naphtho[1,2-d]thiophene B[bIN[1,2-d]T 28.57 234 202/189 25/25
2-(2-Naphthyl)benzothiophene 2-(2-Naphthyl)BT 32.39 260 258-215 20/20
Benzo[b]fluoranthene-d;, B[b]Fluo-d;, 33.80 264 264/264 0/0
Benzo[b]fluoranthene B[b]Fluo 33.83 252 250/251 25/25
Benzo[k]fluoranthene-d, B[K]Fluo-d;, 33.90 264 264/264 0/0
Benzo[K]fluoranthene B[k]Fluo 33.92 252 250/251 25/25
Benzo[e]pyrene-d;, B[e]Pyr-dy» 34.83 264 264/264 0/0
Benzo[e]pyrene B[e]Pyr 34.93 252 250/251 25/25
Benzo[a]pyrene-d;, B[a]Pyr-d;, 35.03 264 264/264 0/0
Benzo[a]pyrene B[a]Pyr 35.10 252 250/251 25/25
Perylene-d;, P-d;, 35.35 264 264/264 0/0
Perylene P 35.44 252 250/251 25/25
Benzo[b]phenanthro[9,10-d]thiophene B[b]ph[9,10-d]T  38.46 284 282/252 20/20
Indeno[1,2,3-cd]pyrene-d;, I[1,2,3-cd]Pyr-d;, 39.11 288 288/288 0/0
Indeno[1,2,3-cd]pyrene 1[1,2,3-cd]Pyr 39.13 276 2741275 35/35
Benzo[ghi]perylene-d;, B[ghi]P-dy» 39.90 288 288/288 0/0
Benzo[ghi]perylene B[ghi]P 39.94 276 2741275 35/35
Dibenzo[a,h]anthracene-dy4 DB[a,h]Ant-dy, 39.26 292 292/292 0/0
Dibenzo[a,h]anthracene DBJa,h]Ant 39.36 278 276/277 25/25

3. Results and discussion

3.1. Identification of compounds
The analysis in scan and SIM modes of Milli-Q water spiked by different solutions of
PAHSs, PASHs and their corresponding alkylated compounds allowed the identification of

each compound and confirmation of its retention time (Table 1).

3.2. Linearity, limits of detection and limits of quantification

The linearity of the method was evaluated by GC-MS in SIM and MRM modes by
extracting spiked Milli-Q water samples with increasing concentrations in the range
between 1 and 100 ng/L. Correlation coefficients (R%) were between 0.971 and 0.997 for the

two detection modes (Table 2). The limits of detection and limits of quantification were
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calculated according to the calibration curve method (Kanan et al., 2012b). They were
calculated both for the SIM mode and the MS-MS detection (Table 2).

Table 2
Analytical performance parameters for standar substances by SPME-GC-MS and SPME-GC-MS-MS
methods.

GC-MS GC-MS-MS GC-MS GC-MS-MS GC-MS  GC-MS-MS
Compounds 3 3

(RY) (RY) LOD (ng/L) LOD (ng/L) LOQ (ng/L) LOQ (ng/L)

N 0.985 0.991 0.1 0.1 0.3 0.3
2-MN 0.986 0.990 0.1 0.1 0.3 0.3
1-MN 0.985 0.981 0.1 0.1 0.3 0.3
B[b]T 0.978 0.992 0.1 0.04 0.3 0.1
2-MBT 0.992 0.983 0.1 0.03 0.2 0.1
5-MBT 0.987 0.986 0.1 0.1 0.3 0.2
3-PhenyIT 0.993 0.980 0.02 0.03 0.1 0.1
2,6-DMN 0.971 0.987 0.1 0.1 0.5 0.3
1,6-DMN 0.977 0.985 0.1 0.1 0.4 0.2
1,2-DMN 0.971 0.985 0.1 0.04 0.4 0.1
Acy 0.993 0.984 0.1 0.03 0.2 0.1
Ace 0.992 0.977 0.03 0.03 0.1 0.1
F 0.989 0.982 0.1 0.04 0.3 0.1
DBI[b,d]T 0.992 0.987 0.03 0.04 0.1 0.1
N[2,3-b]T 0.995 0.981 0.03 0.1 0.1 0.3
4-MDBT 0.994 0.986 0.05 0.05 0.2 0.2
2-MDBT 0.996 0.987 0.02 0.03 0.1 0.1
4,6-DMDBT 0.992 0.980 0.04 0.1 0.1 0.3
2,7-DMDBT 0.991 0.979 0.04 0.1 0.1 0.3
4,6-DEDBT 0.978 0.988 0.1 0.1 0.4 0.3
2,4,6,8-TMDBT 0.977 0.980 0.1 0.1 0.4 0.4
Phe 0.990 0.983 0.05 0.1 0.2 0.3
Ant 0.987 0.983 0.05 0.03 0.2 0.1
3-MPhe 0.996 0.988 0.01 0.03 0.03 0.1
2-MPhe 0.997 0.981 0.01 0.1 0.05 0.2
2-MAnNt 0.989 0.977 0.05 0.1 0.2 0.2
9-MPhe 0.992 0.982 0.01 0.1 0.03 0.2
1-MPhe 0.996 0.983 0.02 0.1 0.1 0.2
1,7-DMPhe 0.995 0.975 0.03 0.1 0.1 0.3
R 0.990 0.976 0.1 0.1 0.3 0.4
Fluo 0.990 0.982 0.04 0.1 0.1 0.3
Pyr 0.995 0.984 0.04 0.1 0.1 0.2
1/3-MFluo 0.997 0.984 0.02 0.1 0.05 0.2
4-MPyr 0.993 0.985 0.04 0.1 0.1 0.2
1-MPyr 0.994 0.986 0.04 0.1 0.1 0.2
B[a]Ant 0.996 0.990 0.02 0.04 0.1 0.1
Chry 0.995 0.986 0.04 0.1 0.1 0.3
3-MChry 0.993 0.983 0.05 0.1 0.2 0.3
6-MChry 0.991 0.989 0.05 0.1 0.2 0.2
B[b]N[2,1-d]T 0.995 0.984 0.02 0.1 0.05 0.3
B[bIN[1,2-d]T 0.995 0.985 0.02 0.1 0.06 0.3
2-(2-Naphthyl)BT 0.988 0.984 0.1 0.1 0.3 0.3
B[b]Fluo 0.995 0.990 0.05 0.03 0.2 0.1
B[K]Fluo 0.993 0.980 0.04 0.1 0.1 0.3
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B[e]Pyr 0.994 0.990 0.06 0.04 0.2 0.1
B[a]Pyr 0.979 0.990 0.04 0.03 0.1 0.1
P 0.993 0.990 0.1 0.1 0.2 0.2
B[b]ph[9,10-d]T 0.989 0.990 0.1 0.02 0.3 0.1
I[1,2,3-cd]Pyr 0.995 0.989 0.1 0.04 0.3 0.1
B[ghi]P 0.995 0.986 0.1 0.1 0.2 0.2
DB[a,h]Ant 0.997 0.983 0.1 0.1 0.2 0.3

LOD: limits of detection, LOQ: limits of quantification, R*: correlation coefficients.

3.3. Application to WAF samples

The applicability of the proposed SPME method coupled to GC-MS and GC-MS-MS
was evaluated through determining the target compounds in the water accommodated
fraction (WAF), prepared with an oil/water ratio of 1:100 000. Nearly all the target

compounds were detected and could also be quantified (Fig. 1).

A comparison of the SPME-GC-MS and MS-MS analyses of PACs in the WAF
showed the main advantage of the MRM mode. Using tandem mass spectrometry for the
detection reduces the background noise and provides an additional degree of selectivity. Fig.
2 shows the improvement in background noise for WAF when using the MRM mode. Thus,
although SPME extracts interefering compounds from the matrix, these are nearly

completely eliminated by the MRM mode.

MRM mode brings additional selectivity to the simultaneous analysis of PAHs and
PASHSs in the WAF (Fig. 3). In the SIM mode, the dibenzothiophene (DBT) peak is found
in a cluster of a large number of isomers of Cy-naphthalenes (C4,-N) which share the
molecular weight of 184 with dibenzothiophene. Unlike the situation in the SIM mode, the
naphthalene interferences disappear when GC-MS-MS analysis is used since they do not
show any fragments at m/z 152. Naphtho[1,2-b]thiophene, isomeric with dibenzothiophene,
also has the mass of 184, so interferences between DBT and N[1,2-b]T may occur (Schmid
and Andersson, 1997). However, this interference is not dramatic since naphtothiophenes
are rare in crude oils although they may occur in significant concentrations in other fossil

materials like coal tard (Schmid and Andersson, 1997).
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Erika;: Water accommodated fraction
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Fig. 1. Analysis of PACs and alkylated derivatives in the WAF of Erika oil by SPME-GC-MS and GC-MS-MS.
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Fig. 2. Comparison illustrating the benefit of analysis in MRM mode in the case of complex matrices.
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Fig. 3. Comparison illustrating the benefit of analysis in MRM mode in the case of simultaneous analysis of
PAHs and PASHSs.

4. Conclusions

The results obtained in this study clearly demonstrate the great advantage of SPME
coupled to GC-MS-MS analysis. The use of this highly selective methodology allows
interferences which are found between PASHs and some PAHSs in GC-MS analysis to be

eliminated and thus correct quantification to be performed.
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Chapitre 1V : Synthese

1. Contexte

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), leurs homologues soufrés
(HAPS) ainsi que leurs dérivés alkylés sont considérés comme des contaminants
préoccupants des écosystémes tant terrestres qu’aquatiques du fait de leurs caractéres

cancérigénes et mutagenes.

Pour cette principale raison, certains HAP ont été classés comme substances
dangereuses prioritaires lors de 1’établissement de la Directive Cadre sur I’Eau (DCE). Cette
catégorisation est également reprise outre Atlantique puisque I’agence américaine pour la
protection de I’environnement ("United States-Environmental Protection Agency”, US-
EPA) reconnait 7 HAP comme étant cancérigénes probables pour 1’homme, et que 1’agence
international de recherche sur le cancer ("International Agency for Research on Cancer")
fait le méme constat. Le caractére prioritaire est renforcé par la multiplicité des voies
empruntées par ces molécules pour pénétrer dans 1’environnement, et ainsi, potentiellement
contaminer les étres vivants. Cependant, leur destination finale reste 1’océan, réceptacle
final de toute contamination, avec la possibilité de contaminer les organismes marins, et
ceci, méme a de tres faibles doses. L’actualité rattrape également les HAPS qui deviennent
des molécules préoccupantes du fait de leur toxicité avérée (caractére cancérigene et
mutagene) et de leur détection et quantification dans un nombre croissant de matrices. En
plus d’étre présents dans les maticres fossiles, d’ou leur utilisation en géochimie pour
décrire la maturation d’un pétrole, ces molécules se retrouvent dans de nombreux
¢chantillons environnementaux attirant ainsi 1’attention des écotoxicologues. Les dérivés
alkylés de ces hydrocarbures aromatiques, systématiquement présents en quantités variables

au sein d’un pétrole brut, semblent également présenter des risques en termes d’écotoxicité.

Ainsi, en cas de déversement accidentel de pétrole en mer, il apparait indispensable de
disposer de méthodologies analytiques performantes et éprouvees permettant de procéder a
un suivi intensif de la diffusion de ces contaminants dans le compartiment aqueux. Ce
besoin impose d’améliorer la sensibilité des méthodologies existantes, voire de les mettre en
adéquation avec les seuils des normes en matiére de surveillance du milieu qui ont des
exigences de I’ordre du ng/L, et surtout, de les étendre a un plus grand nombre de molécules

appartenant aux familles des HAP, HAPS et de leurs dérives alkylés, molécules de toxicité
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avérée. Cet objectif a été suivi dans le cadre de ce travail de recherche notamment au travers
d’études visant a caractériser les protocoles d’extraction et d’analyse de ces composés
directement dans des produits pétroliers ainsi que dans la matrice eau de mer. En termes
d’extraction, nous nous sommes intéressés aux techniques SBSE et SPME, et pour
I’analyse, la détection a été réalisée en GC-MS et GC-MS-MS. Ce travail a été réalisé en
collaboration entre le Cedre (Centre de documentation, de recherche et d’expérimentations
sur les pollutions accidentelles des eaux, Brest, France) et le laboratoire de physico-et

toxico-chimie de I’environnement de 1’université de Bordeaux 1.
2. Développements analytiques

2.1. Mise au point d’une méthode d’extraction (SBSE) et d’analyse (GC-MS) des HAP,
HAPS et de leurs dérivés alkylés dans I’eau de mer (publications n® 1, 2, 3)

Si les techniques d’extraction des HAP dans la phase aqueuse ont fait 1’objet de
nombreuses études, en revanche, peu de travaux sont publiés quant aux dosages simultanés
des HAP, HAPS et de leurs dérivés alkylés, soit environ une cinquantaine de molécules ou
groupe de molécules. Ainsi, cette étude présente le développement d’une méthodologie

d’extraction (SBSE) et d’analyse (TD-GC-MS) pour les quantifier dans une eau de mer.

Dans un premier temps, la méthodologie SBSE-TD-GC-MS a été développée sur les
hydrocarbures aromatiques polycycliques soufrés (HAPS). Les parameétres les plus
susceptibles d’affecter le processus SBSE ont été sélectionnés, il s’agissait notamment du
temps d’extraction. Pour montrer sa performance, la méthodologie a été comparée a
I’extraction liquide-liquide classique pour le dosage des HAP dans la fraction soluble d’une
WSF préparée au laboratoire en utilisant un rapport pétrole/eau, de 1’ordre de 1/100 000.
Les résultats obtenus ne montrent pas de différence significative dans les concentrations
obtenues entre les deux techniques d’extraction (Figure 20). Ces résultats indiquent que la
SBSE peut étre utilisée comme une approche alternative a la LLE pour 1’analyse des

hydrocarbures aromatique polycycliques dissous dans I’eau de mer.
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Figure 20. Dosage des HAP dans la fraction soluble du fioul de I’Erika par SBSE-TD-GC-MS et LLE-GC-MS
(n=3).

Par la suite la méthodologie a été appliquée a I’ensemble des HAP, HAPS et de leurs
dérivés ramifiés. Le temps d’extraction étant I’un des parametres les plus influents sur le
rendement de 1’extraction, il a été caractérisé pour plusieurs molécules. Différentes durées
d’agitation ont été testées (30 min-24 h) a la concentration de 100 ng/L. La figure 21 montre
qu’une extraction de 6 h semble correspondre a un optimum, avant ce délai les variations
sont trop importantes. Ainsi, une durée de 6h a été definie pour la suite des
expérimentations comme un temps de référence d’extraction. La validation de la SBSE a
porté sur sa linéarité et sa sensibilité. Les limites de détection et de quantification
déterminées sont de 1’ordre de 0,04 ng/L & 0,1 ng/L et, elles répondent bien a un contexte

accidentel, voire chronique.
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Figure 21. Cinétiques d’extraction de quelques composés en fonction du temps d’extraction. Conditions :
100 mL d’eau de mer, un film PDMS de 0,5 mm d’épaisseur, vitesse d’agitation (700 tr/min), température
(21°C). L’extrait est ensuite analysé par TD-GC-MS (n = 3).

La performance de la méthodologie est démontrée pour 1’extraction des composés
d’intérét des fractions solubles (WAF et WSF) préparées au laboratoire. L’analyse des WAF
et des WSF, en combinaison avec les solutions de calibration étendues a 35 composes, a
permis de quantifier 33 composés et 18 familles d’alkylés. Une méthode de quantification a
pu ainsi étre développée en assimilant les coefficients de réponse des composés ramifiés a
ceux des composés parents dont ils dérivent. La méthodologie SBSE ainsi développée
répond bien aux exigences fixées au départ de ce travail, notamment en permettant la
quantification des analytes d’intérét dans le milieu naturel a des seuils équivalents, voire

inférieurs a ceux imposeés par la réglementation (Figure 22).
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2.2. Mise au point d’une méthode de dosage (GC-MS-MS) des HAP, HAPS et de leurs
dérivés alkylés dans les produits pétroliers (publications n® 4)

La difficulté dans la recherche ou I’identification d’une contamination par des
produits pétroliers réside bien souvent dans 1’absence de matériel de référence couvrant une
gamme suffisamment large de molécules. Ceci est d’autant plus vrai que I’on s’intéresse aux
hydrocarbures aromatiques polycycliques soufrés ou non et a leurs dérivés alkylés.
L’objectif de cette étude est de pallier ce probléme via une caractérisation du fioul de
I’Erika en vue de son utilisation future comme fioul de référence. La détermination des
temps de rétention de chaque composé a été la premiere étape de ce travail. La seconde
étape du développement de la méthodologie a consisté en la détermination des transitions et
des énergies de collision. Ces derniéres étant trouvées, la quantification de tous les

composés individuels d’intérét présents le fioul de I’Erika a éte réalisée.

Concernant les composés alkylés, absents dans les solutions étalons, leur
quantification en GC-MS est généralement effectuée en posant le postulat que les composes
parents et leurs dérivés substitués ont le méme coefficient de réponse. Cependant, si cette
approximation pouvait paraitre raisonnable lorsqu’il s’agissait de considérer uniquement
I’ion moléculaire aprés une simple fragmentation en GC-MS, cette estimation semble plus
incertaine en cas d’analyse par GC-MS-MS avec des transitions tres différentes. Afin
d’évaluer la fiabilité de I’analyse par GC-MS et éventuellement les possibilités d’application
a la GC-MS-MS, les coefficients de réponse des 52 composés individuels ont été étudiés :
en MRM, les coefficients de réponse des composés alkylés sont tres différents des composés
parents dont ils dérivent (Figure 23), il n’était pas donc envisageable de quantifier les

composés alkylés en appliquant les coefficients de réponse des composés parents.
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Figure 23. Courbes de calibration des benzothiophenes et chrysenes en mode MRM.
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Autrement dit, les approximations qu’on utilise en mode SIM pour quantifier les
familles d’alkylés, a savoir une assimilation des alkylés a leurs homologues parents,
semblent moins incertaines en MRM. Une comparaison des coefficients de réponse réalisée
au sein d’'une méme famille, et pour différents degrés de ramification, a montré qu’au sein
d’un méme degré de ramification, les coefficients de réponse des isomeres sont trés proches
(Figure 24). Ainsi, I’hypothése d’utiliser la moyenne des coefficients de réponse de
quelques isomeres disponibles pour quantifier tout le profil d’une famille d’alkylés était
envisageable. A titre d’exemple, pour les C,-naphtalénes la moyenne des coefficients de

réponse de 3 isoméres a été utilisée pour quantifier tout le profile de C,-naphtalénes.
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Figure 24. Courbes de calibration des naphtalénes et dibenzothiophénes en mode MRM.

Une étude supplémentaire a été menée afin de mieux appréhender les possibilités de
quantifier les autres familles dont aucun isomeére n’était disponible au laboratoire, (ce qui
était le cas, par exemple, des Cs-phénanthrénes/anthracenes, Cs- et Cs-naphtalenes). La
figure 25 présente 1’évolution des coefficients de réponse des dérivés alkylés obtenus en
mode MRM et en mode SIM. En mode MRM, les transitions choisies pour chaque composé
ne sont pas toutes basées sur la méme perte de masse. Par exemple, pour les Ci-
phenanthrénes/anthracenes, la transition est 192-191 soit (masse moléculaire-1) alors que
pour les Cy-phénanthrénes/anthracenes, la transition 234-219 a été choisie (masse
moléculaire-15). Ainsi, contrairement au mode SIM ou ’on ne considére que des ions
moléculaires, les analyses en MRM n’ont parfois pas montré d’évolutions des coefficients
de reponse liées au niveau de ramification, en particulier lorsque les pertes de masses des

transitions étaient différentes.

181

0,1



Chapitre 1V : Synthése
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Figure 25. Comparaison des coefficients de réponse des familles de phénanthrénes/anthracénes et naphtalénes
en modes SIM et MRM.

Ainsi, pour définir les coefficients de réponse des familles dont aucun isomére n’était

disponible, la stratégie adoptée a été la suivante :

- Les approximations sont réalisées a partir des résultats acquis en mode SIM.

- Pour les niveaux encadrés par deux degrés de ramifications calibrés (exemple des
Cs-phénanthrénes/anthracenes) la moyenne des coefficients de réponse (C,- et Cy4-

phénanthrenes/anthracénes) est calculée.

- Pour les niveaux qui suivent (immédiatement ou non) un degré calibré (exemple des
Cs- et Cy-naphtalénes), on applique le coefficient de réponse du niveau précédent (C,-

naphtalénes).

- Dans le cas du fluoréne pour lequel on ne dispose d’aucun dérivé ramifié, une
estimation des coefficients de réponse a été réalisée en considérant les rapports entre les
réponses des parents et de leurs dérivés en C; pour I’ensemble des familles. Ainsi, il

apparait que ce rapport est compris entre 0,4 et 0,6 (Figure 26).

Il est a noter que ces approximations concernent 15 des 25 familles d’alkylés, 10

d’entre-elles étant directement calibrés et quantifiées en mode MRM.
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Figure 26. Estimation du coefficient de réponse des C;-fluorénes (MM/MM : masse molaire des Ci/masse

molaire des parents. CRy/CR : coefficients de réponse des C,/coefficients de réponse des parents).

L’application de la méthode ainsi mise au point a permis de caractériser le fioul de

I’Erika avec une faible variabilité des résultats. Le tableau 19 présente les quantifications de

I’ensemble des familles analysées, ainsi que les €carts types relatifs associés, de ’ordre de 5

a 10% dans la quasi-totalité des cas.

Tableau 19 Concentration des analytes d’intérét dans le fioul de I’Erika.

Concentration SEIIES Concentration SCELE

Analytes relatif (%)  Analytes relatif (%)

(H9/9) n=5 (halo) n=5
N 908,15 9,9 C,-DBT 1552,98 8,5
C:-N 3416,27 7,5 C,-DBT 1725,95 10,3
C,-N 6664,1 11,5 Cs;-DBT 1090,29 8,3
Cs-N 6109,93 7,6 C,-DBT 464,36 79
Cs-N 3906,8 6,9 Fluo 68,94 10,9
B[b]T 94,86 9,9 Pyr 392,94 10
C;-BT 762,77 10,5 Cy-Fluo/Pyr 2943,53 7,7
C,-BT 1367,6 6,4 C,-Fluo/Pyr 4344,33 8,4
C;-BT 1111,68 59 Cs-Fluo/Pyr 4387,36 7.5
C,BT 526,45 8,2 B[b]N[2,1-d]T 143,36 9,8
B 57,4 9,7 B[b]N[1,2-d]T 28,21 10,5
3-PhényIT 6,14 10,1 B[a]Ant 259,7 10,2
Acy 1,98 14,3 Chry 467,83 12,2
Ace 203,59 9,3 C;-Chry 4745,13 8,8
F 254,02 9,9 C,-Chry 6367,3 6,4
Ci-F 1221,29 10,9 Cs-Chry 4825,38 9,1
C,-F 1567,87 2 2-(2-Naphtyl)BT 12,85 12,5
Cs-F 1169,08 2,8 B[b+k]Fluo 106,46 8,8
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Phe 907,48 11,9 B[e]Pyr 133,73 16,4
Ant 163,37 11,2 B[a]Pyr 118,44 10,1
C,-Phe/Ant 344452 8,7 P 48,89 8,3
C,-Phe/Ant 6239,04 8,7 B[b]ph[9,10-d]T 5,65 14,2
Cs-Phe/Ant 4279,82 4 I[1,2,3-cd]Pyr 13,74 16,4
C.-Phe/Ant 5105,5 11,5 DB[a,h]Ant 37,42 8,6
N[2,3-b]T 5,06 16,9 B[ghi]P 38,63 15,7
DB[b,d]T 261,15 75

2.3. Mise au point d’une méthode d’extraction (SPME) et d’analyse (GC-MS et MS-
MS) des HAP, HAPS et de leurs dérivés alkylés dans ’eau de mer (publications n° 5 et
6)

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques contenus dans des échantillons d’eau
sont généralement extraits par les techniques dites d’extraction liquide-liquide (LLE) ou
d’extraction sur phase solide (SPE). Si le rendement de ces extractions est jugé satisfaisant,
ces techniques sont consommatrices de temps et elles nécessitent des volumes conséquents
de solvant. Or, suite & un déversement accidentel ou tout simplement afin de contrdler la
bonne qualit¢ d’un environnement, il est nécessaire de disposer de techniques rapides
permettant de réaliser un grand nombre d’analyses. En effet, les temps de préparation,
d'extraction et d'analyse peuvent constituer un frein. Dans ce contexte, la microextraction
sur phase solide (SPME) couplée a la GC-MS et & la GC-MS-MS a éte évaluée. Cette
technique réduit de maniere significative la durée et le coup d’une analyse en regroupant,

I’extraction, la désorption et I’injection en un processus unique.

La validation de la méthodologie a porté sur sa linéarité, ses limites de détection et de
quantification ainsi que sur sa performance pour le dosage des analytes d’intérét effectué sur
des fractions solubles (WAF) préparées au laboratoire. Pour des concentrations allant de 1 a
100 ng/L, la SPME montre une bonne linéarité. Sa sensibilité pour tous les composés
étudiés est tres satisfaisante. Les limites de détection sont de 1’ordre ou inférieures a
0,1 ng/L. L’analyse des WAF en combinaison avec les solutions de calibration étendues a
51 composés a permis de quantifier 50 composés et 23 familles d’alkylés (Figure 27).
L’étude des coefficients de reponse des composés individuels (51), ainsi que 1’analyse
comparee des coefficients de réponse en mode MRM et SIM, effectuée dans la publication
n°4, ont permis de définir, pour chaque niveau de ramification, une méthode de
quantification adaptée au nombre de molécules présentes dans les solutions de calibration.
Ainsi, pour les familles dont quelques-uns de leurs représentants sont disponibles, la

moyenne des coefficients de réponse a été utilisée. A titre d’exemple, les Cj-
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benzothiophenes ont été quantifiés en un seul groupe en prenant la moyenne des coefficients
de réponse des deux C;-BT calibrés. Les autres familles dont aucun représentant n’était
disponible (exemple des C,-, C3- et C4-benzothiophenes, Cs-, C4-naphtalenes, C,-, Cs-
fluoranthénes/pyrenes et C,-, Cs-chrysénes), ont été quantifiées en appliquant la moyenne
des coefficients de réponse des méthylbenzothiophenes, diméthylnaphtalenes, méthyl-
pyrénes et méthylchrysénes, respectivement. La moyenne des coefficients de réponse des
diméthydibenzothiophénes (C,-DBT) et tétraméthyldibenzothiophene (C4,-DBT) a été
utilisee pour quantifier les C3-DBT. La moyenne des coefficients de réponse de 1,7-
diméthylphénanthreéne (C,-phe/Ant) et réténe (C4-phe/Ant) a éte utilisée pour quantifier les
Cs-Phe/Ant.
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Figure 27. Extraction et analyse des composés d’intérét dans la WAF de 1I’Erika par SPME-GC-MS (n = 3).
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Enfin, le développement de la méthodologie d’analyse par GC-MS-MS a permis
d’atteindre un degré de certitude élevé et d’éliminer des difficultés analytiques liées a des
interférences. Ainsi, des interférents des HAPS et des HAP ont pu étre éliminés en mode
MRM. La figure 28 montre que la présence de ces interférents peut entrainer une

surestimation du dibenzothiophéne lors de sa quantification en GC-MS.
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Figure 28. Intérét de la SPME-GC-MS-MS dans le cas de I’analyse simultanée des HAP et HAPS.

Les développements analytiques présentés ici ont permis de mettre au point des
méthodologies analytiques rapides, sensibles et fiables. Ces méthodologies devraient étre
appliquées dans de multiples situations (suivis environnementaux, expérimentations en
laboratoire, pollutions accidentelles majeures,...). L’absence ou la raret¢ des travaux
utilisant ces techniques pour I’extraction et I’analyse simultanées des HAP, HAPS et de
leurs dérives substitués justifient et appuient les développements mis en ceuvre au cours de

cette these.
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Conclusion générale

L’objectif de cette these était de développer des méthodologies analytiques permettant
I’identification et la quantification d’une gamme étendue d’hydrocarbures aromatiques
polycycliques soufrés (HAPS) ou non (HAP) et de leurs dérivés alkylés présents dans les

produits pétroliers ou dissous dans de 1’eau de mer.

La premiére étape de ce travail a consisté a développer une méthodologie d’extraction
(SBSE : "Stir bar sorptive extraction") et d’analyse (TD-GC-MS) pour la détermination des
hydrocarbures aromatiques polycycliques soufrés (HAPS) dans une matrice eau de mer. Les
taux de récupération ont été qualifiés par rapport a ceux obtenus en extraction liquide-
liquide traditionnelle (LLE). L’analyse en GC-MS donne des résultats comparables pour les
deux techniques d’extraction soulignant la performance de l’extraction en SBSE. Cette
méthodologie a ensuite été étendue a I’ensemble des HAP, HAPS ainsi qu’a leurs dérivés
alkylés. Apres identification des parameétres susceptibles d’influencer le processus SBSE et
leur caractérisation, cette méthodologie a été validée en étudiant sa linéarité et sa sensibilité.
Une limite de détection de I’ordre de 0,04 ng/L, voire inférieure, a été obtenue pour chaque
composé. Des lors, la méthodologie SBSE-TD-GC-MS a pu étre qualifiée sur des fractions
solubles de pétrole brut préparées selon les protocoles WAF et WSF. Les molécules
d’intérét ont été détectées et quantifiees pour des concentrations allant du bruit de fond
naturel observable in situ, de 1’ordre du sub ng/L, aux concentrations mesurées en cas de
déversement accidentel majeur, de 1’ordre de 80 a 100 000 ng/L. La derniére phase du
développement de cette méthodologie a consisté a ’appliquer sur des échantillons prélevés
directement dans le milieu naturel, c’est-a-dire sur des échantillons d’eau prélevés dans le
port de commerce de la ville de Brest, Finistére, France. La possibilité de détecter et de
quantifier cette panoplie de molécules ouvre de nouvelles perspectives en termes de suivi de
la qualité environnementale que ce soit afin de répondre aux exigences de la réglementation

ou dans le cadre d’un suivi post déversement accidentel de pétrole en mer.

Cependant, si I’analyse en GC-MS-MS, soit une détection MS-MS en mode MRM, est
des plus performantes pour I’analyse de composés bien définis, notamment grace a une
atténuation du bruit de fond, c'est-a-dire un degré de certitude plus élevé, cette technique
reste délicate a mettre en ceuvre pour 1’analyse de composés dont les équivalents étalons ne

sont pas disponibles commercialement, ce qui est le cas pour la majorité des composes
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alkylés des hydrocarbures aromatiques polycycliques soufrés ou non. En effet, les
approximations utilisées en GC-MS en mode SIM, a savoir une assimilation des alkylés a
leurs homologues non substitués, ne sont plus pertinentes lorsqu’une seconde fragmentation
est réalisée, c’est-a-dire en mode MS-MS. Pour pallier cette difficulté, un produit pétrolier
renfermant I’ensemble des analytes d’intérét a été choisi et ces analytes y ont été¢ quantifiés
a I’aide de solutions de calibration. Les résultats obtenus montrent qu’il est raisonnable de
quantifier en MRM I’ensemble des composés d’un méme niveau de ramification a 1’aide
d’au moins un représentant connu de cette famille. Ainsi, I’analyse des 52 composés
individuels a permis de quantifier directement 10 des 25 familles d’alkylés. Les autres
familles ont été quantifiées par approximation en mode SIM en comparant les coefficients
de réponse de ce mode a ceux du mode MRM. Ce travail a permis une caractérisation du
fioul de I’Erika avec une bonne répétabilité des résultats, et donc, par extension 1’utilisation
de ce fioul en tant que pétrole de référence. De plus, il a également souligné 1’insuffisance
des approximations réalisées jusqu’ici en mode SIM lors d’une analyse en GC-MS. Il a donc
¢été intéressant d’y pallier notamment pour la quantification des hydrocarbures dissous en
routine via I’utilisation de systémes semi ou automatisés de préparation de 1’échantillon tels

que la SBSE ou la SPME.

L’analyse en routine des HAP, HAPS et de leurs dérivés alkylés dissous dans une
matrice aqueuse est des plus actuelles du fait de I’évolution de la réglementation en termes
de suivi de la qualité des eaux environnementales. Le travail a consisté a développer une
méthodologie basée sur la microextraction sur phase solide (SPME) couplée a une analyse
en GC-MS et en GC-MS-MS. La validation de la technique a montré sa linéarité (les
coefficients de corrélation sont compris entre 0,971 et 0,997), sa sensibilité (les limites de
détection sont de I'ordre ou inférieures a 0,1 ng/L), sa performance pour I’analyse des
composés d’intérét dans les WAF et sa sélectivit¢ pour I’analyse simultanée des HAP
soufrés ou non dans une matrice complexe comme 1’eau de mer. De plus, I’analyse des
coefficients de réponse de 51 composés individuels a permis d’améliorer les méthodes de
quantification des familles d’alkylés en simple MS. Ces criteres ajoutés a la rapidité, a la
simplicité de mise en ceuvre ainsi que la possibilité¢ d’automatisation sont particulierement
intéressants et font de cette technique un outil de choix dans les suivis environnementaux a

haute fréquence.
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L’analyse des hydrocarbures polyaromatiques est un sujet ancien qui a déja fait I’objet
de nombreux développements. Cependant, si leur caractérisation dans le pétrole brut ne
cesse d’évoluer, peu de travaux portent sur 1’analyse et la caractérisation d’une gamme
étendue de HAP, HAPS et de leurs dérivés alkylés au sein d’une matrice aussi complexe
que l’eau de mer. Le travail réalisé dans le cadre de cette recherche répond a cette
problématique en présentant des développements analytiques qui ont abouti a la définition
de méthodologies analytiques rapides, sensibles et fiables permettant le dosage en phase
aqueuse de HAP soufrés ou non et de leurs dérivés alkylés. Ces méthodologies pouvant étre
utilisées en routine permettent le suivi d’un plus grand nombre de molécules aussi bien dans
un contexte réglementaire (suivi de la qualité¢ des eaux littorales...) que dans un contexte

accidentel.

Cependant, cette recherche nécessite d’étre ¢largie a d’autres composés polyaro-
matiques, actuellement non suivis bien que présents dans le pétrole et pouvant étre
soupgonnés d’écotoxicité du fait de leur structure chimique, ainsi qu’a d’autres matrices
complexes comme, par exemple, les tissus biologiques. En effet, les extractions SBSE et
SPME pourraient étre évaluées pour la détection et la quantification de molécules
anthropiques ou leurs métabolites dans la bile ou 1’urine prouvant ainsi 1’exposition
d’organismes marins ou non. Ces techniques d’extraction permettraient ainsi ’analyse d’un
plus grand nombre d’échantillons, et de ce fait, une meilleure compréhension de I’étendue

de la pollution et de I’ampleur de ses effets.
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Annexe 1 : Courbes d’étalonnages pour la mesure des HAP et HAPS (SBSE-GC-MS)

Courbes d’étalonnages pour la mesure des HAP et
HAPS (SBSE-GC-MYS)
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Annexe 2 : Courbes d’étalonnages pour la mesure des HAP et HAPS (SPME-GC-MYS)

Courbes d’étalonnages pour la mesure des HAP et
HAPS (SPME-GC-MS)
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Annexe 3 : Courbes d’étalonnages pour la mesure des HAP et HAPS (GC-MS-MYS)

Courbes d’étalonnages pour la mesure des HAP et
HAPS (GC-MS-MS)
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Annexe 4 : Chromatogrammes des composés d’intérét dans I’analyse en GC-MS

Chromatogrammes des composés d’intérét dans

I’analyse en GC-MS
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Annexe 5 : La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

simple et en tandem

GC-MS et GC-MS-MS
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La chromatographie en phase gazeuse couplée a la MS

La GC-MS permet de détecter et d’identifier des composés a partir de leur temps de
rétention et de leur spectre de masse qui découle d’un processus de fragmentation spécifique
a chaque composé. C’est une méthode d’analyse sensible, ce qui la rend particuliérement

adaptée a la quantification de traces.

Un systéme d’analyse par GC-MS est composé de deux appareils : un chromatographe
gazeux, qui sépare les composes, couplé a un spectromeétre de masse, qui les détecte. Plus
précisément, il effectue 6 actions successives lors d’une analyse : (i) séparation des
composés par chromatographie en phase gazeuse. (ii) Transfert des composés séparés dans
la chambre d’ionisation du spectrométre de masse. (iii) lonisation. (iv) Analyse de masse.
(v) Détection des ions par un multiplicateur d’électron. (vi) Acquisition et affichage des

données.

Une seringue est utilisée pour injecter, selon le type d’injection choisi ("split, splitless,
pulsed split ou pulsed splitless™), une quantité connue d’échantillon dans I’injecteur du
chromatographe maintenu a haute température. L’échantillon est alors vaporisé et mélangé a
un gaz vecteur inerte (de I’hélium) et est envoy¢ dans une colonne capillaire dont I’intérieur
est recouvert de silice. Cette colonne est placee dans un four auquel on applique un gradient
de température. La température initiale du four est inférieure a la température de I’injecteur,
ce qui permet une recondensation des composés en début de colonne. Lorsque la
température augmente, les composés se vaporisent progressivement et sont élués. La
séparation des composés est basée a la fois sur leur température d’¢bullition et leur affinité
avec la phase stationnaire. En optimisant le programme de température, il est possible de

séparer une grande partie des composés avant leur entrée dans le spectrometre de masse.

A la sortie de la colonne, les composés sont transférés dans la chambre d’ionisation du
spectrometre de masse ou ils sont ionises positivement en interagissant avec un faisceau
d’¢électrons (ce type d’ionisation est appelé "Electron impact ionization"). L’ion moléculaire
formé (molécule initiale qui a perdu un électron) peut alors subir des fragmentations et
former d’autres ions ainsi que des molécules neutres et des radicaux, mais seules les especes
chargées sont détectées par le spectrometre. Les ions obtenus sont ensuite focalisés et
envoyés vers 1’analyseur de masse. L’analyseur est composé d’un simple quadripdle qui
sélectionne les ions en fonction de leur rapport masse/charge en combinant des courants

alternatifs et des courants continus. Seuls les ions de rapport masse/charge choisis traversent
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le quadripole et sont envoyés vers le détecteur. Le détecteur est composé d’une dynode qui
au contact des ions, émet des électrons qui sont ensuite multipliés dans le multiplicateur
d’¢lectrons. Un signal ¢électrique proportionnel au nombre d’ions qui ont frappé la dynode
est alors émis par le détecteur. Les résultats sont obtenus sous la forme de

chromatogrammes et de spectres de masse.

En GC-MS simple, deux types d’analyses peuvent étre mise en ceuvre : le mode
SCAN, qui enregistre tous les ions dans une gamme de masses données et le mode SIM,
("Selected lon Monitoring™), qui ne détecte et enregistre que les ions sélectionnés.

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la MS-MS

Le systéeme d’analyse GC-MS-MS est constitué deux parties: le chromatographe
gazeux, qui permet la séparation des composés en fonction de leur température d’ébullition
et de leur affinité pour la phase stationnaire de la colonne, et un détecteur par spectrométrie
de masse (Figure 29) qui permet la détection des composés. Ce dernier est composé de : (i)
une source qui permet ’ionisation des composés par impact électronique. (ii) Un analyseur

triple quadripdle. (iii) Un détecteur multiplicateur d’électron.

L’analyseur triple quadripdle est constitu¢ de deux filtres de masse alors que

I’analyseur simple quadrip6le n’en possede qu’un seul.

Figure 29. Spectrométre de masse en tandem (Sablier, 2010).

L’analyseur de masse est constitué¢ de deux quadripoles et d’une cellule de collision.
Le principe de cette technique repose sur le choix d’un ion précurseur caractéristique de
chaque molécule cible, sélectionné par le premier quadripble Q; (cet ion provient d’une
premicre fragmentation au niveau de la source par impact électronique). L’ion précurseur
est alors a nouveau fragmenté dans la cellule de collision, dispositif qui permet d’ajuster
I’énergie et donc de faire varier les fragmentations qui sont alors analysées dans le

deuxiéme quadripéle Q.
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La spectrométrie de masse en tandem permet plusieurs types d’analyses :

(i) Analyse en "product ion" (ion fils) : aprés I’ionisation de 1’échantillon dans la
source, un ion précurseur est choisi dans le premier quadripdle Qs. Il est ensuite fragmenté
dans la cellule de collision. Tous les ions fils produits sont analysés dans le quadripdle Q2.

(if) Analyse en "precursor ion" (ion précurseur) : Q; filtre plusieurs ions précurseurs
afin d’identifier un ion fils donné (on cherche a partir d’un ion fils connu, tous les ions
parents qui le produisent).

(iii) Analyse en "Multiple Reaction Monitoring” (MRM) (suivi de transition) : un ou
plusieurs ions précurseurs sont sélectionnés successivement dans Q. La cellule de collision
génére des ions fragments qui sont analysés par Q.. Lorsque les méthodes d’analyse ont été
développées, deux fragments sont genéralement détectés pour chaque ion précurseur: un ion
dit "quantifier" (transition de quantification) et un "qualifier" (transition de confirmation).
Ces fragments doivent étre autant que possible abondants et spécifiques des molécules
cibles.

(iv) Analyse en "Neutral Loss ion" (pertes de neutres): cette technique permet

d’étudier les molécules perdant un fragment neutre de masse donnée.

Intéret de la GC-MS-MS

Le principal avantage de la spectrométrie de masse en tandem (en mode MRM) par
rapport a la spectrométrie de masse simple quadripdle (notamment en mode SIM : "Single
ion Monitoring™) pour les analyses quantitatives est d’apporter un degré de sélectivité
supplémentaire. La résolution des quadripdles est de I’ordre de 0,5 uma (unité de masse
atomique), ce qui signifie que le fragment analysé ne provient pas nécessairement de la
molécule cible mais peut provenir pour partie, voire en totalité, d’un composé interférent.
Cette possibilité est d’autant plus probable que la matrice est complexe. Aussi, en mode
MRM, I’ion identifié et sélectioné est a nouveau fragmenté : la probabilité que 1’interférent
produise des ions fragments de poids moléculaires tres proches de ceux du composé cible
est alors trés faible. La deuxiéme fragmentation permet ainsi d’éliminer le signal de
I’interférent, et d’une maniere générale, de réduire le bruit de fond de la méthode d’analyse.
Ainsi, en mode MRM, les signaux étudiés sont généralement moins abondants que lors

d’une analyse en SIM, car ils ont subi deux "sélections" suite a des fragmentations.
Cependant, le rapport signal/bruit est considérablement augmenté, ce qui permet d’abaisser
les limites de détection et de quantification, particulierement dans le cas de mélanges

complexes.
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Annexe 6 : Curriculum Vitae

Curriculum Vitae
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Curriculum Vitae — KANAN Rami -DOCTEUR en chimie analytique

Date de naissance 5 /01/1977 a Lattaquié, Syrie
Adresse professionnelle

Université Bordeaux 1

Environnements et Paléoenvironnements Océaniques et Continentaux
EPOC - UMR 5805 CNRS

Laboratoire de Physico- et Toxico-Chimie de I'environnement (LPTC)
Batiment A12

351 crs de la Libération

33405 Talence

France

Téléphone : 00 33 (0)5 40 00 69 98

Portable : 07 87 22 43 33

Mail : r.kanan@epoc.u-bordeauxl.fr

Formations et expériences professionnelles

2013-2014 : POST-DOCTORANT en chimie analytique au sein de 1’équipe EPOC-LPTC de
I’Université Bordeaux 1.

2009-2012 : DOCTORAT en chimie analytique. Travaux réalisés au Cedre (Centre de
documentation, de recherche et d’expérimentations sur les pollutions accidentelles des eaux,
Brest, France) et a I’EPOC-LPTC de [I’Université Bordeauxl. Sujet de recherche:
Développements méthodologiques pour I’extraction et 1’analyse des polluants organiques
d’intérét pour I’environnement marin : Application aux hydrocarbures aromatiques
polycycliques. Directrice de recherche : Heélene BUDZINSKI, Responsable scientifique :
Stéphane LE FLOCH.

2007-2008 : MASTER SCIENCES, a finalit¢ Recherche. Mention: OCEANOGRAPHIE,
Spécialité : Biologie et écologie marine. Université Aix-Marseille I1.

Janvier 2008: STAGE MASTER a I’AD2EM (Analyse, Développement durable,
Environnement, Méthodologie). Europdle de 1’Arbois. Sujet de recherche : Etude de 1’origine
des hydrocarbures dans des sédiments cétiers Méditerranéens. Responsable de stage : Gilbert
Mille.
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2006-2007 : MAITRISE SCIENCES, Mention : OCEANOGRAPHIE. Université Aix-Marseille
IR

2003-2005 : ENSEIGNANT (Sciences naturelles), Lycée Jol Jammal, Lattaquié, Syrie.

1999-2002 : SCIENCES NATURELLES, Sciences biochimies, Université Tichrine, Lattaquié,
Syrie.

1997-1999 : BACCALAUREAT, Lycée Jol Jammal, Lattaquié, Syrie.

Compétences

Polluants organiques : Hydrocarbures monoaromatiques (BTEX), hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP), hydrocarbures aromatiques polycycliques soufrés (HAPS), pesticides,
alkylphénols polyéthoxylés, substances pharmaceutiques et hormones.

Techniques d’extraction : Extraction liquide-liquide (LLE), extraction sur phase solide (SPE),
échantillonneurs passifs intégratifs : SPMD ("Semi-Permeable Membrane Device"), POCIS
("Polar Organic Integrative Sampler"), extraction accélérée par solvant (ASE), extraction micro-
ondes, la microextraction sur phase solide (SPME) et I’extraction par "stir bar sorbtive
extraction" (SBSE).

Outils analytiques : Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
simple et en tandem (GC/MS, GC/MS/MS), chromatographie en phase liquide (LC/MS,
LC/MSMS).

Matrices : Eau de mer, eau douce, sédiments, tissus biologiques (muscles, bille, plasma...).

Encadrement : Co-encadrement des stagiaires de Master 1 et 2.
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Résumé

La présence d’hydrocarbures dans I’environnement que ce soit suite & un déversement accidentel de pétrole en
mer ou suite a des apports chroniques, est une préoccupation majeure en raison de leur écotoxicité et de leur
potentiel a étre bioaccumulés, et ainsi, pénétrer la chaine alimentaire. Par conséquent, ces molécules sont sous
haute surveillance et il est nécessaire de disposer de méthodes analytiques permettant de les identifier et de les
quantifier, et ceci, pour des concentrations allant du mg/L au ng/L. Cependant et dans la plupart des cas, les
analyses en laboratoire des hydrocarbures, notamment aromatiques, se limitent a la quantification des 16
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) identifiés par 1’Agence américaine de Protection
Environnementale (US-EPA) comme étant dangereux pour I’environnement du fait de leur caractére
cancérigéne. Or, les hydrocarbures aromatiques polycycliques soufrés (HAPS) ainsi que leurs homologues
substitués sont, sur le plan chimique, structurellement proches des HAP, et peuvent donc présenter des risques
environnementaux similaires, a savoir étre cancérigénes ou mutagénes. Le travail de recherche réalisé s’inscrit
dans ce contexte avec pour objectif des développements méthodologiques permettant I’extraction et 1’analyse
d’une gamme plus large de HAP, des HAPS et leurs dérivés alkylés directement dans les produits pétroliers ou
dissous en phase aqueuse. Des protocoles d’extraction par "stir bar sorptive extraction" (SBSE) et par
microextraction sur phase solide (SPME), et des méthodes d’analyse par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse simple (GC-MS) et en tandem (GC-MS-MS) ont été développés. Les
résultats obtenus plaident en faveur de ces méthodologies aussi bien en termes de linéarité de la réponse qu’en
termes de sensibilité, méthodologies qui ont été appliquées avec succés pour la détermination des analytes
d’intérét dans des fractions solubles préparées au laboratoire (WAF et WSF). Pour la CG-MS-MS, si elle se
révéle particulierement adaptée car elle apporte un degré de certitude élevé, elle n’en reste pas moins une
technique délicate a mettre en ceuvre, notamment dans le cas des composés alkylés pour lesquels des solutions
étalons ne sont pas disponibles. Pour pallier cette difficulté, un produit de référence contenant I’ensemble des
analytes d’intérét a été caractérisé. Pour les composés alkylés non disponibles commercialement, des appro-
ximations ont été effectuées par MS simple en se basant sur une analyse comparée des coefficients de réponse
en mode MRM et SIM. La méthodologie ainsi mise au point a permis de caractériser le fioul de 1’Erika avec
une faible variabilité des résultats. Ce produit peut servir de référence pour I’analyse quantitative de
I’ensemble des familles de composés identifiés dans cette étude.

Mot-clés : Eau de mer, GC-MS, GC-MS-MS, HAP, HAPS, SBSE, SPME, WAF.

Abstract

The presence of hydrocarbons in the environment either as a result of oil spills at sea or due to chronic
discharge is a major concern because of their ecotoxicity and their potential to bioaccumulate and thus enter
the food chain. Therefore, these molecules are closely monitored and reliable analytical methods are required
to identify and quantify them, for concentrations ranging from mg/L to ng/L. However, in most cases,
laboratory analyses of hydrocarbons, especially aromatic hydrocarbons, are limited to the quantification of 16
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) identified by the U.S. Environmental Protection Agency (U.S. EPA)
as hazardous to the environment due to their carcinogenic nature. However, polycyclic aromatic sulphur
heterocycles (PASHSs) and their substituted homologs are, in chemical terms, structurally similar to PAHSs, and
therefore can pose similar environmental risks, i.e. they can be carcinogenic or mutagenic. In this context, the
research work carried out aims to develop methodologies for the extraction and analysis of a wider range of
PAHs, PASHSs and their alkyl derivatives directly in oil or dissolved in the aqueous phase. Extraction protocols
by stir bar sorptive extraction (SBSE) and solid phase microextraction (SPME), and methods of analysis by
gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS) and with tandem mass spectrometry (GC-MS-
MS) have been developed. The results argue in favor of these methodologies both in terms of linearity of the
response and in terms of sensitivity. These methodologies that have been successfully applied for the
determination of analytes of interest in the water accommodated fraction and water soluble fraction prepared
in the laboratory (WAF and WSF). For GC-MS-MS, while it is particularly suitable because it provides an
additional level of selectivity, it is a difficult technique to implement, in particular in the case of molecules for
which no calibration solutions are available. To overcome this difficulty, a reference oil containing all the
target molecules was characterized. For alkylated compounds that are not commercially available,
approximations were made by simple MS, based on comparative analysis of response coefficients in MRM
(Multiple Reaction Monitoring) and SIM (Single lon Monitoring) modes. The finalized method was used to
characterize the Erika fuel oil, with low variability in the results. This product can be used as a reference for
the quantitative analysis of all the families of molecules identified in this study.

Keywords: GC-MS, GC-MS-MS, PAHs, PASHs, SBSE, SPME, WAF, Seawater



