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Introduction générale

La pollution de I'’environnement correspond a un enjeu majeur de santé publique. La forte croissance
de l'industrialisation et de |'urbanisation en sont les responsables majeurs. Cependant, la pollution
atmosphérique semble diminuer (de 10 a 70 % selon le type de polluant) dans toute I'Europe au cours
des derniéres décennies, en conséquence de la législation européenne sur la qualité de I'air (directives
de 2004 et de 2008). Néanmoins, dans son dernier rapport publié en novembre 2019, la commission
européenne concluait que la pollution de I'air est a l'origine de plus de 400 000 déces prématurés
(avant I’dge de I'espérance de vie) chaque année dans I’ensemble des pays de I'Union Européenne. Un
nombre largement sous-estimé selon une étude publiée dans « 'European Heart Journal », qui, selon
ses auteurs, la pollution atmosphérique serait a I'origine d’environ 800 000 morts prématurées en

Europe chaque année et environ 8,8 millions dans le monde.

La pollution atmosphérique est due a la présence de polluants d'origine naturelle ou anthropique. Les

principaux polluants atmosphériques sont groupés en plusieurs grandes familles :

- les oxydes (de carbone, de soufre, d'azote, ...),

- les métaux (plomb, mercure, cadmium, ...),

- les particules (PM10 et PM2.5, ...),

- les composés organiques volatils (aldéhydes, hydrocarbures possédant un ou plusieurs cycles

aromatiques, ...),

- etc, ..

Parmi les différentes familles de polluants atmosphériques, les composés aromatiques polycycliques
ont présenté un intérét croissant au cours des derniéres décennies. Ces polluants incluent les
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs), les hydrocarbures aromatiques polycycliques
substitués nitrés (Nitro-HAPs) et oxygénés (OHAPs) (dont les HAPs hydroxylés (OH-HAP) et carbonylés
(CO-HAPs)). Les HAPs constituent le groupe de polluants le plus étudié. Compte tenu de la toxicité
élevée des HAPs et de leur caractére cancérigéne et mutagéne, leur concentration dans I'air est

surveillée et suivie régulierement dans de nombreux pays. De plus, des réglementations francaises (a
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partir des directives européennes) sont appliquées pour les HAPs considérés comme prioritaires par

les agences de santé internationales. Cependant, d’autres composés aromatiques polycycliques,

comme les hydrocarbures aromatiques polycycliques carbonylés (CO-HAPs), sont largement moins
étudiés et ne sont pas encore réglementés. Néanmoins depuis quelques années, les CO-HAPs attirent
de plus en plus I'attention de la communauté scientifique. Ces composés sont organiques et semi-
volatils et plusieurs d’entre eux sont reconnus comme toxiques, mutagenes direct, et soupgconnés
d'étre cancérogenes (classés dans le groupe 2B par I'l[ARC comme possiblement cancérogene pour
I'humain). Les CO-HAPs sont formés majoritairement lors de processus de combustion incompléte de
la matiere organique suite a des activités anthropiques telles que le chauffage, les industries, le

transport, etc. lls sont aussi formés de facon secondaire a travers I'oxydation des hydrocarbures

aromatiques polycycliques.

Une fois émis dans I'atmosphere, les CO-HAPs (a I’état gazeux ou associés aux particules) peuvent se
déposer par dépot sec ou humide et contaminer les sols, les eaux et les végétaux. Plusieurs études ont
porté sur la présence des CO-HAPs dans I'atmosphére, dans les sols ou dans les milieux aquatiques.
Cependant, leur présence dans les aliments a été beaucoup moins évaluée et a notre connaissance, il
n’existe pas d’étude sur leur présence dans les fruits et les légumes. La conséquence la plus inquiétante
de la contamination des végétaux comestibles est I'augmentation des voies d'exposition humaine a
travers l'ingestion d’éventuels produits alimentaires contaminés. La contamination des végétaux par
les CO-HAPs dépend du niveau de pollution du site de croissance. Les végétaux cultivés dans les zones

urbaines sont plus susceptibles d’étre contaminés et donc de contenir des CO-HAPs.

Depuis la fin du XIX® siecle, I'agriculture urbaine est apparue avec des jardins potagers familiaux,
appelés aussi jardins collectifs ou jardins ouvriers, mis a la disposition des habitants par les
municipalités. Cette nouvelle forme d’agriculture s’est développée progressivement suite a la prise de
conscience de la population des risques sanitaires liés aux produits chimiques utilisés pour I'agriculture
intensive. L’agriculture urbaine, selon I'organisation des nations unies pour I'alimentation et
I'agriculture (FAO), permettrait d’améliorer la qualité des aliments et de diminuer les problémes de
sécurité alimentaire. Cependant, I'impact de I'environnement urbain sur les végétaux est a ce jour
encore peu étudié et nécessite des investigations permettant d’écarter de potentielles contaminations

issues de I'air ou de sols pollués.
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Dans ce contexte, ce travail de these vise a vérifier la présence des CO-HAPs dans les végétaux issus de
|"agriculture urbaine en développant une méthodologie d’analyse permettant de les détecter et de les

quantifier a I’état de traces et voire méme d’ultra-traces.

Le premier chapitre (synthése bibliographique) est consacré a une description générale des
hydrocarbures aromatiques polycycliques carbonylés et a leurs propriétés physico-chimiques. Leur
présence et distribution dans I’environnement et dans les aliments ainsi que leur toxicité associée
seront discutées. Ce chapitre sera orienté dans une deuxiéme partie sur les différentes méthodes
d’extraction, de purification et d’analyse disponibles dans la littérature pour la détermination de ces

composés.

Le deuxieme chapitre (matériel et méthodes) décrit les lieux des échantillonnage (jardins potagers
urbains), les procédures d’exposition des végétaux aux sources de pollution, ainsi que les
méthodologies et l'instrumentation permettant la détermination des hydrocarbures aromatiques
polycycliques carbonylés dans les fruits et légumes. Une derniére partie est consacrée aux procédures

mises en place pour I'évaluation des performances de la stratégie globale d’analyse.

Le troisieme chapitre fait état des résultats obtenus dans le cadre du développement de la stratégie
d’analyse des CO-HAPs. Les choix expérimentaux seront argumentés dans le cadre de ce
développement et les résultats obtenus en termes de taux de recouvrement, d’effet de matrice, de

fidélité, de linéarité, de sensibilité et de spécificité seront présentés et discutés.

Le quatrieme chapitre est consacré dans un premier temps a la présentation et a I'interprétation des
résultats d’application de la stratégie globale d’analyse aux fruits et Iégumes prélevés dans des jardins
potagers urbains situés en région Normandie. Une discussion du patrimoine en CO-HAPs dans les
échantillons sera réalisée en fonction du type de végétal étudié, du lieu de récolte et de I'année de
prélevement. La derniere partie de ce chapitre concernera des expositions des fruits et [égumes a des
sources de combustion (fumées de combustion de biomasse, émissions de moteur diesel et émissions

de chaudiére au fioul).

Enfin, nous aborderons les conclusions de ce travail de thése ainsi que les perspectives associées.
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Chapitre 1. Synthese Bibliographique

1.1. Introduction générale

Une grande quantité de produits volatils et semi-volatils toxiques est libérée quotidiennement dans
I'atmosphere en raison de I'activité humaine (circulation routiere, combustion de biomasse, ...).
L’exposition a ces composés par inhalation implique des risques sérieux pour la santé humaine. lls sont,
de plus, susceptibles de s’adsorber sur les végétaux proches des sources de pollution. Un des groupes
de polluants le plus étudié est celui des Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAPs). Ces produits
semi-volatils peuvent étre émis lors de la combustion incompléte de la matiere organique. Une fois
libérés dans I'atmospheére, ils peuvent subir des réactions photochimiques ou radicalaires (Walgraeve

et al., 2010) formant des produits substitués secondaires.

Plusieurs hydrocarbures aromatiques polycycliques substitués ont été identifiés ces dernieres années
dans la composition physico-chimique de I'atmosphére tels que des HAPs nitrés et oxygénés. La
communauté scientifique porte un intérét croissant pour ces composés comme en témoigne
la Figure 1 qui précise le nombre d’articles publiés ces dix dernieres années sur les HAPs et les HAPs

substitués tels que les Nitro-HAPs et les OHAPs.

»=QHAPs =x=Nitro-HAPs -x-HAPs
6400

3200 x

1600

800

400

200 X o x x

Nombre d'articles scientifiques

100 X x

50 * x
2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Figure 1 : Evolution du nombre d’articles publiés sur les dix dernieres années sur les termes OHAPs,

Nitro-HAPs et HAPs (https://www.sciencedirect.com)
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La ou les recherches existent depuis de trés nombreuses années sur les HAPs (environ 3200 articles
publiés chaque année sur le sujet), les recherches spécifiques aux Nitro-HAPs (2 fois plus d’articles
publiés entre 2008 et 2018) et celles aux OHAPs (2 fois plus d’articles publiés entre 2008 et 2018) sont

en tres forte émergence.

Dans cette introduction bibliographique, une présentation de la famille des composés aromatiques
polycycliques (CAP) sera réalisée dans un premier temps. Ensuite, l'attention sera portée
particulierement sur les hydrocarbures aromatiques polycycliques carbonylés (CO-HAPs), leurs
principales caractéristiques (structure et propriétés physico-chimiques) et leur origine. Dans un second
temps, la présence et la distribution des hydrocarbures aromatiques polycycliques carbonylés dans les
différents compartiments de I'environnement seront évoquées. Ensuite leurs présence et distribution
dans les aliments ainsi que leur toxicité seront abordées. Enfin, la derniére partie de cette introduction
bibliographique présentera les différentes méthodes d’extraction, de purification et d’analyse des

hydrocarbures aromatiques polycycliques carbonylés.

Page | 8



Chapitre 1. Synthese Bibliographique

1.2. Les composés aromatiques polycycliques

Les composés aromatiques polycycliques (CAP) appartiennent a une famille de composés chimiques
comprenant au moins deux noyaux aromatiques accolés. Il existe une grande variété de CAP parmi
lesquels on peut citer : les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs), les hydrocarbures
aromatiques hétérocycliques, ou encore les hydrocarbures aromatiques polycycliques substitués

(nitrés (Nitro-HAPs), oxygénés (OHAPs) dont les HAPs hydroxylés (OH-HAP) et carbonylés (CO-HAPs),

...) (Figure 2).
Hydrocarbures Aromatiques Hydrocarbures Aromatiques
Hétérocycliques Polycycliques (HAPs)
oo D NS
=N
s L
Composes naphtaléne f|uorene

isoquinoléine  benzothiophéne

O o |-

benzofurane

acénaphtyléne

OOOO

chryséne
W,

fluoranthéne

Aromatiques
Polycycligques
(CAP)

indole

Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques
Substitués

Nitro-HAPs | S-nitroacénaphtene | 7R OHAPs co- HAPs{_- e rine @\/l\\
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H M Nem =TT 2
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Figure 2 : Structures chimiques de quelques composés aromatiques polycycliques

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs)

Les HAPs constituent une famille de composés chimiques contenant au moins deux noyaux
aromatiques accolés ; ils sont exclusivement constitués de carbone et d’hydrogene. Une description

plus précise des HAPs est reportée ultérieurement dans ce manuscrit (partie 1.2.1).
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Les hydrocarbures aromatiques hétérocycliques

Les composés aromatiques hétérocycliques sont des composés pour lesquels le squelette d’'un des
cycles aromatiques est constitué d’au moins deux atomes différents. L’hétérocycle est généralement
constitué de 5 ou 6 éléments et I'hétéroatome peut étre I'azote, I'oxygéne, le soufre ... Parmi les

hydrocarbures aromatiques hétérocycliques, on retrouve notamment :

e La quinoléine (hétérocycle aromatique de type « pyridine » a 6 éléments contenant un
atome d’azote)

e Le benzofurane (hétérocycle aromatique de type « furane » a 5 éléments contenant un
atome d’oxygeéne)

e L’indole (hétérocycle aromatique de type « pyrrole » a 5 éléments contenant un atome
d’azote)

e Le benzothiophéne (hétérocycle aromatique de type « thiophene » a 5 éléments

contenant un atome de soufre)

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques substitués

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques substitués sont de nature tres diverse. Dans
I’environnement, plusieurs d’entre-eux sont susceptibles de provenir de la transformation de HAPs.

On peut citer parmi ces composés :

e Les hydrocarbures aromatiques polycycliques nitrés (Nitro-HAPs), qui font partie de la
famille « large » des hydrocarbures aromatiques polycycliques azotés (NHAPs)

e Les hydrocarbures aromatiques polycycliques hydroxylés (OH-HAPs) ou possédant une
fonction carbonyle (CO-HAPs), qui font partie de la famille « large » des hydrocarbures

aromatiques polycycliques oxygénés (OHAPs)

Dans ce travail I'attention sera portée plus particulierement sur les hydrocarbures aromatiques
polycycliques possédant une ou plusieurs fonction(s) carbonyle (CO-HAPs) ; ils feront I'objet d’'une

description plus précise en partie 1.2.2.
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1.2.1. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs)

Les HAPs, constitués exclusivement de carbone et d’hydrogene, sont considérés comme des molécules
apolaires avec un caractére hydrophobe croissant avec le nombre de cycles aromatiques. Ces
composés chimiques sont les plus étudiés en raison de leurs caractéres cancérigéne et mutagene
avérés. L'impact des HAPs sur la santé humaine dépend de leur concentration, de la voie d'exposition
et de leur toxicité relative. lls sont cancérigenes et provoquent des mutations cellulaires (Abdel-Shafy
et Mansour 2016). Seize HAPs (Tableau 1) ont été placés sur la liste des polluants prioritaires par
I’agence de protection de I'environnement des Etats-Unis (US-EPA), par I'Union Européenne (Agence
Européenne pour I'Environnement, AEE) et par 'OMS (Organisation Mondiale de la Santé) (IARC, 2010,
2012).

Tableau 1 : Liste des 16 HAPs déclarés prioritaires par 'US-EPA et I’AEE

HAPs Classe IARC® Masse molaire (g/mol) CAS
Naphtaléne r" g | 2B 128,19 91-20-3
Acénaphteéne . 3 154,21 83-32-9
Acénaphtyléne ‘ - 152,20 208-96-8
Fluoréne TN 3 166,22 86-73-7
% =

Phénanthréne QGO 3 178,23 85-01-8
Anthracéne 3 178,23 120-12-7
Fluorantheéne O .O 3 202,26 206-44-0
Pyréne NN 3 202,26 129-00-0

Chryséne QO 2B 228,29 218-01-9
()
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Benzo[a]anthracéne ‘ 2B 228,29 56-55-3

Benzo[b]fluoranthéne ‘ 2B 252,31 205-99-2
Loy

Benzo[k]fluoranthéne OO.O 2B 252,31 207-08-9

Benzo[a]pyréne 1 252,31 50-32-8

Indéno[1,2,3-cd]pyréne .‘O‘O 2B 276,34 193-39-5

()
Benzo[ghi]péryléne O 3 276,34 191-24-2
Dibenzo[ah]anthracene 2A 278,35 53-70-3

oy
9
O

9Classe IARC : classe proposée par le Centre International de Recherche sur le Cancer (IARC) avec :

Classe 1 : agent cancérigene pour ’homme

Classe 2A : agent est probablement cancérigéne pour ’homme

Classe 2B : agent pouvant étre cancérigéne pour I'homme

Classe 3 : agent inclassable quant a sa cancérogénicité pour I'Homme

1.2.2. Les HAPs carbonylés (CO-HAPs)

Les HAPs carbonylés (CO-HAPs) sont susceptibles d’étre des composés de substitution des HAPs, ils
contiennent une fonction carbonyle (C=0) liée a la structure aromatique des HAPs et appartiennent a

la famille plus large des HAPs oxygénés (OHAPs) (Lundstedt et al. 2007 ; Walgraeve et al. 2010) (Figure

3).
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O

1-naphtaldéhyde 1,4-naphtoquinone 1,2-naphtoquinone
Aldéhyde Quinone Quinone

O
OH
chlsjizc_;zzzt?qﬁ: anhydride 1,8-naphtalique
) ylique Anhydride

Figure 3 : Structure de quelques dérivés carbonylés du naphtaléne (deux cycles aromatiques)

Les CO-HAPs sont trés nombreux et différents et possedent des fonctionnalités de type cétone,
guinone, anhydride, aldéhyde ou encore acide carboxylique. Certaines études ont montré que les
OHAPs sont éventuellement plus toxiques que leurs HAPs parent (Walgraeve et al. 2010). Les CO-HAPs
les plus souvent rencontrés dans I’environnement sont majoritairement des cétones et des quinones

(Layshock et al. 2010; Delgado-Saborit et al. 2013).

1.2.2.1. Structure et propriétés physico-chimiques des CO-HAPs

Les CO-HAPs sont généralement moins volatils que les HAPs possédant un méme nombre de cycles
aromatiques. Leur tension de vapeur saturante (Tableau 2), parameétre affectant leur répartition entre
la phase gazeuse et la phase particulaire dans I'atmosphére, est inversement proportionnelle a la

masse molaire et bien inférieure a 1 Pa dans les conditions normales de température (25°C).

La plupart des CO-HAPs sont plus hydrophiles que leur HAPs correspondants. Leur solubilité dans I'eau
dépend quant a elle de la complexité de la structure moléculaire et en particulier par les fonctionnalités

chimiques mises en jeu (Tableau 2). A titre de comparaison, la solubilité dans I’eau du naphtaléne est
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10 fois moins importante que celle du 1-naphtaldéhyde et 10 a 100 fois moins importante que celles
des quinones correspondantes (1,2- et 1,4-naphtoquinone). La présence d’une fonction acide
carboxylique (acide 2-naphtoique) sur un des cycles aromatiques du naphtaléne ne modifie pas
particulierement la solubilité dans I'eau. L’anhydride 1,8-naphtalique est un peu moins soluble dans
I’eau que le naphtaléne mais sa masse molaire (198 g/mol) est beaucoup plus élevée que celle du

naphtaléne (128 g/mol).

Tableau 2 : Propriétés physico-chimiques du naphtaléne et de ses dérivés carbonylés

Solubilité
Masse Tension

Numéro Formule dansl'eau log log log
molaire de vapeur i . i
CAS chimique a 25°C Koa Kow  Koc

(g/mol) (Pa, 25°C)

(mg/L)

naphtaléne 91-20-3 128 CioHs 10,4 31,7 5,19 3,40 2,97
1-naphtaldéhyde 66-77-3 156 C1:1HsO 3,34x10* 244 7,16 2,89 2,29
1,2-naphtoquinone 524-42-5 158 C10HsO> 1,2x10? 181 887 2,11 1,63
1,4-naphtoquinone 130-15-4 158 Ci10HsO> 2,25x107 2,42x10° 8,80 1,71 2,77
acide 2-naphtoique 93-09-4 172 C11Hg0» 8,84x10™* 47 9,46 3,10 2,21
anhydride 1,8-naphtalique 81-84-5 198 C12H603 5,5x107° 5,87 7,83 3,24 2,25

* Kow, Koa et Koc sont reportées d’aprés plusieurs études expérimentales (Eagar et al. 2017) ou estimées au
moyen du logiciel KOWWIN v1.67 EPI SuiteTM version 4.0 (US-EPA

http://www.epa.gov/oppt/exposure/pubs/episuitedl.htm).

Les constantes de distribution Kow, Koa et Koc permettent d’estimer les solubilités relatives entre
différentes phases qu’elles soient gazeuse, aqueuse ou organique. Ces constantes aussi appelées
« constantes de partage » donnent une idée du possible transfert de composés entre différents
compartiments de I'environnement. Le coefficient de distribution octanol/eau (Kow) appelé aussi
coefficient de partage Kp exprime la solubilité relative entre deux phases liquides I'octanol et I'eau. Il
est considéré comme une mesure d'hydrophobicité. Des valeurs de log Kow supérieures a 1 tendent a
exprimer un caractere tres hydrophobe (solubilité au moins 10 fois plus importante dans I'octanol que
dans l'eau) et des valeurs négatives tendant a démontrer un caractére hydrophile (solubilité plus

importante dans I'eau que dans I'octanol). Le naphtaléne et ses dérivés CO-HAPs, avec des valeurs de
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log Kow toutes supérieures a 1,70, sont tres hydrophobes (Figure 4). Le naphtaléne, en raison de la
présence exclusive de carbone et d’hydrogéne, est plus hydrophobe (log Kow = 3,40) que les CO-HAPs.
Les naphtoquinones (log Kow = 1,71 et 2,11) sont pour leur part 20 a 50 fois moins hydrophobes que

le naphtalene.

1,71 2,11 2,89 3,10 3,24 3,40

»
>

log Kow = Hydrophobicité

Figure 4 : Classement du naphtaléne et de certains de ses dérivés CO-HAPs en fonction des log Kow

croissants

La constante de distribution octanol/air (Koa) exprime pour sa part la répartition d’une substance entre
une phase organique liquide et une phase gazeuse. Elle permet notamment d’estimer |'aptitude des
composés présents dans I'atmosphere (phase gazeuse) a s’adsorber sur les sols (carbone organique du
sol ou films organiques des aérosols) ou encore sur les parties aériennes des végétaux (peaux cireuses
ou parties lipidiques de la végétation). Dreyer et al. (Dreyer et al. 2009) ont démontré que les OHAPs
ont globalement une Koa plus élevé que les HAPs. Les CO-HAPs possédant 2 cycles aromatiques auront
une tendance extrémement forte (7 < log Koa < 10) a pouvoir se déposer sur la matiére organique a
partir de I'atmospheére (Tableau 2). Cette tendance pour ces CO-HAPs est bien plus forte que pour le

naphtaléne pour lequel log Koa = 5.

Le coefficient de distribution carbone organique/eau (Koc) exprime la tendance d’un composé a
s’adsorber sur la fraction organique d’un sol. Cette constante Koc correspond au rapport (Kd) de
concentrations pour un composé dans un support (sol ou sédiment) et dans I’'eau ; la constante Kd est
normalisée au moyen de la fraction organique du support (foc) — la fraction organique est le rapport
entre la masse de carbone organique présent dans le support et la masse de support elle-méme. Des
valeurs élevées pour Koc expriment un fort attachement a la matiére organique d’un sol ou sédiment
alors que des valeurs plus faibles indiquent une mobilité (présence dans I'eau) plus importante dans le
sol ou sédiment. La constante Koc (Tableau 2) pour un HAP tel que le naphtaléne (log Koc = 2,97) est

systématiquement plus élevée que celle de ses dérivés carbonylés (1,63 < log Koc < 2,77). Tout comme
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les HAPs, les CO-HAPs seront fortement liés a la matiére organique d’un sol mais ces derniers auront

néanmoins une tendance un peu plus importante a étre mobile dans ce type de milieu.

Pour des CO-HAPs possédant une méme fonctionnalité chimique (Tableau 3), une masse molaire plus
importante induira globalement une température d’ébullition plus élevée et une tension de vapeur
plus faible. La 11H-benzo[a]fluorén-11-one (benzo[a]fluorénone) est environ 10 fois moins volatile
(tension de vapeur) et 10 fois moins soluble dans I'eau que la 9-fluorénone qui posséde un cycle
aromatique a 6 carbones de moins. La présence de cycles aromatiques supplémentaires (cas de la 1H-
phénalén-1-one, de la 7H-benzo[de]anthracén-7-one (benzanthrone) et de la 6H-benzo[cd]pyrén-6-
one possédant respectivement 3, 4 et 5 cycles aromatiques) induit approximativement une
augmentation d’une unité logarithmique des constantes Koa, Kow et Koc traduisant une
hydrophobicité (Kow) environ 10 fois plus importante et une capacité environ 10 fois plus importante

a se lier a la matiere organique a la fois a partir de I'atmosphére (Koa) ou dans le sol (Koc).
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Tableau 3 : Propriétés physico-chimiques de CO-HAPs possédant une seule fonction cétone

Masse Température Température Tension de Solubilité dans
Numéro log log log
molaire de fusion d'ébullition vapeur I'eau a 25°C
CO-HAPs CAS Koa" Kow" Koc”
(g/mol) (°c) (°C) (Pa, 25°C) (mg/L)
1(2H)-acénaphtylénone 8. 2235-15-6 168 121 337 1,20x1072 20,0 7,63 2,79 2,66
o]
9-fluorénone 0.0 486-25-9 180 83 342 6,67x1073 37,4x10! 8,14 3,58 3,10
O
1H-phénalén-1-one O‘O 548-39-0 180 154 355 8,00x10* 54,7x10?! 8,77 3,39 2,99
9(10H)-anthracénone CIC 1) 90448 194 155 330 1,33x10°3 27,2x10 815 3,66 3,14
4H-cyclopenta[def]phénanthrén- Oe
. 5737-13-3 204 132 375 2,67x10* 94,4x107? 9,60 4,14 3,41
4-one O
7H-benzo[de]anthracén-7-one OO.O 82-05-3 230 170 436 2,67x107 18,4x10? 10,4 4,81 3,78
11H-benzo[a]fluorén-11-one OO. 479-79-8 230 135 403 9,28x10* 21,6x1072 10,3 4,73 4,08
6H-benzo[cd]pyrén-6-one 3074-00-8 254 178 446 2,01x10°® 50,3x103 11,8 5,31 4,61

*Kow, Koa et Koc sont obtenues d’aprés plusieurs études expérimentales (Eagar et al. 2017) ou estimées au moyen du logiciel KOWWIN v1.67 EPI SuiteTM version 4.0 (US-

EPA : http://www.epa.gov/oppt/exposure/pubs/episuitedl.htm).
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1.2.2.2. Origine des CO-HAPs

Les CO-HAPs et plus largement les OHAPs sont susceptibles d’étre formés soit directement (émission
primaire) ou indirectement (émission secondaire) au cours d’une combustion incompléte (Keyte et al.
2013). Leur présence peut dépendre de I'environnement, de la saison, ou du moment de la journée au

cours de laquelle I'échantillonnage est effectué (Kojima et al. 2010a; Li et al. 2015).

1.2.2.2.1. Emission primaire en CO-HAPs lors d’une combustion incompléte

Les CO-HAPs, comme les HAPs, peuvent étre formés directement au cours de processus de
combustion. Les sources d'émissions peuvent étre naturelles comme les feux de foréts et les éruptions
volcaniques ou anthropiques comme le chauffage domestique, la combustion du bois, les émissions
industrielles, et le transport routier (Jakober et al. 2007; Nocun et Schantz 2013; Sidhu et al. 2005;

Shen et al. 2013, 2012).

Nalin et al. (Nalin et al. 2016) ont étudié I'émission des CO-HAPs issus de la combustion du bois dans
des conditions réelles de cheminée domestique. 29 CO-HAPs (entre 156 et 258 g/mol) ont été
identifiées a partir des émissions primaires provenant de la combustion de biomasse. Les CO-HAPs les
plus abondants sont le 1-naphtaldéhyde (15 a 60 %), la 1-acénaphténone, (15 a 20 %), la 9-fluorénone
(8 a 25 %), la 9,10-anthraquinone (2 %), la benzanthrone (3 a 30 %), la 1,4-naphtoquinone (2 a 10 %)
et I'anhydride 1,8-naphthalique. Ces résultats sont en accord avec les études précédentes réalisées par

Shen et al. (Shen et al. 2012), Bruns et al. (Bruns et al., 2015), et Fine et al. (Fine et al., 2004).

Dans des sols industriels situés a Angren en Oubékistan, Bandowe et al. (Bandowe et al. 2010b) ont
identifié cing CO-HAPs (le 1-naphthaldéhyde, la 1,4-naphtoquinone, la 9-fluorénone, 1,2-
acénaphtoquinone, et la 9,10-anthraquinone). La 9-fluorénone et la 9,10-anthraquinone constituaient
environ 40 % de I'ensemble des CO-HAPs quantifiés dans tous les échantillons des sites industriels. Les
concentrations les plus élevées en CO-HAPs ont été observées dans les zones proches des sites

industriels (mine de charbon, centrale électrique, usine de caoutchouc).

Dans des émissions de moteur diesel, les CO-HAPs les plus abondants sont la 9,10-anthraquinone et la
9-fluorénone qui représentent respectivement 50 a 60 % de la fraction totale en CO-HAPs suivies de la

benzanthrone, la 1,2-benzanthraquinone, la 1,4-naphtoquinone et le 1-naphtaldéhyde (Li et al. 2018).
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La 9,10-anthraquinone et la 9-fluorénone sont également les CO-HAPs les plus abondants dans les
matériaux de référence de particules d’échappement des moteurs diesel (Nocun et Schantz 2013). La
9-fluorénone et la 1,2-benzanthraquinone ont été quantifiées a des concentration élevées dans des
échantillons de particules dans les tunnels routiers, le long des routes et en milieu urbain (Wang et al.
2011 ; Keyte et al. 2016). Les concentrations des CO-HAPs ont tendance a diminuer avec
I'augmentation de la distance par rapport a la route, ce qui suggere une émission primaire des CO-
HAPs a partir des gaz d'échappement des véhicules (Kojima et al. 2010b). Les niveaux relativement
élevés de la 9,10-anthraquinone, la 9-fluorénone et la 1,2-benzanthraquinone indiquent que ces
composés pourraient étre des marqueurs d’émission de CO-HAPs a partir des gaz d'échappement des

véhicules (Keyte et al. 2016).

1.2.2.2.2. Emission secondaire

Les CO-HAPs peuvent étre formés a partir des HAPs par photo-oxydation, par réaction chimique avec
les oxydants atmosphériques (OH", NOs, N,Os et Os), ou in situ par des transformations

microbiologiques (Atkinson et Arey 2007; Jariyasopit et al. 2015, 2014; Keyte et al. 2013; Reisen et Arey
2005).

Formation des CO-HAPs a partir de HAPs par photo-oxydation

La photo-oxydation des HAPs en OHAPs a été étudiée pour différentes conditions (en phase gazeuse
et particulaire et en solution liquide). Plusieurs parametres conduisent a la formation de OHAPs
différents comme la structure des HAPs mis en jeu, I"échantillon dans lequel sont contenus les HAPs
(en solution liquide, en phase gazeuse et sur support solide), la source d’irradiation utilisée (type de

lampe, exposition au soleil), I'intensité et la longueur d’onde de I'irradiation.

La photo-dégradation des HAPs dans un environnement oxygéné peut se produire aprés une forte
absorption de rayonnement lumineux situé dans le domaine de I'UV (300-420 nm) entrainant une
photolyse rapide et la formation de nombreux OHAPs. Les OHAPs formés sont principalement des CO-
HAPs et peuvent posséder des fonctions cétones, quinones, aldéhydes ou encore acides carboxyliques
(Barbas et al. 1993, 1996). Le phtaldialdéhyde (hydrocarbure aromatique monocyclique possédant 2
fonctions aldéhyde) est connu pour étre un produit de deuxieme génération de la photooxydation du
naphtaléene (a partir de de I'oxydation du (E)-2-formylcinnamaldéhyde) (Kautzman et al. 2010; Lee et
Lane 2009; Wang et al. 2007b; Chan et al. 2009). Un autre exemple est la photodégradation du

phénanthréne qui, adsorbé sur du gel de silice en présence d’oxygene, entraine la formation de
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nombreux composés de dégradation (Figure 5) tels que des dérivés du biphényl, des OHAPs de type

diol ou encore des CO-HAPs (quinone, coumarine, diacide).

(L. CO
CHO 0

0

0]

cis-9,10-
dihydroxyphénanthrene

COOH OCH
COOH COOH
(L Ol CLT O
CHO

2,2'-biformylbiphényl 9,10-phénanthrénequinone benzocoumarine

acide 1,2-
naphtalénedicarboxylique

acide 2,2~ acide 2-formyl-2'-

biphényldicarboxylique  biphénylcarboxylique 2-formylbiphényl

acide phtalique

Figure 5 : Produits de photodégradation du phénanthréne en présence d’oxygéne a 254 nm (Barbas

et al., 1996)

Dans des conditions relativement similaires, Calvert et al. ont démontré I'apparition de
benzo[alpyrénones (Figure 6) a partir du benzo[a]pyréne adsorbé sur du gel de silice en présence

d’oxygéne (Calvert et al. 2002).

Benzo[a]pyréne-6,12-dione o

O (O
0O Yy COXU

hy 3 ‘ o Benzo[a]pyréne-1,6-dione
O“ 0, O o
Benzo[a]pyréne O‘O

Benzo[a]pyréne-3,6-dione

Figure 6 : Produits de photodégradation du benzo[a]pyréne en présence d’oxygéne (Calvert et al. 2002)
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Les réactions de photooxydation des HAPs peuvent se produire dans différents compartiments de
I’environnement : dans I'atmosphére, ol l'intensité lumineuse est la plus forte, mais aussi dans les
milieux aquatiques et dans les sols. La majorité des études réalisées sur la photodégradation des HAPs
tendent a prouver une formation prédominante dans I'atmosphére de CO-HAPs sous forme de

guinones comme démontré par Nikolaou et al. des 1984 (Nikolaou et al. 1984) .

Mallakin et al. (Mallakin et al., 2000) ont démontré qu’en milieu aqueux sous rayonnement solaire
simulé de 100 umol.m2.s? (pendant 10h), I'anthracéne est transformé en 9,10-anthraquinone par un

intermédiaire endopéroxyde. Le mécanisme de photodégradation de I'anthracéne est présenté en

Figure 7.
0
H
CoO — = 0 AL
H }
[H,0,] ©
Anthraceéne 9,10-anthraquinone

Figure 7 : Mécanisme de photooxydation de I'anthracéne en solution aqueuse sous rayonnement

solaire simulé (Mallakin et al. 2000)

Plusieurs autres études réalisées en milieu aqueux (Clark et al. 2007; Lehto et al. 2003; Mallakin et al.
2000; Rivas et al. 2000) ont également permis de démontrer une formation majoritaire de

benzo[a]pyrénediones (quinones) par photodégradation du benzo[a]pyrene.

Formation des CO-HAPs a partir de HAPs par réaction chimique avec les oxydants

atmosphériques

Plusieurs expérimentations ont été menées sur la formation des OHAPs par réaction chimique des
HAPs avec des oxydants atmosphériques tels que le radical OH®, les NOy, ou encore I'ozone Os (Lee et
Lane 2009, 2010; Perraudin et al. 2007; Wang et al. 2011; Zhou et al. 2012). Les réactions chimiques
sont opérées soit en milieu homogene dans la phase gazeuse ou soit en milieu hétérogéne entre la

phase gazeuse et la phase solide (particules de I'air et les sols).
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Atkinson et ses collaborateurs ont étudié la cinétique de réaction des HAPs de 2 a 4 cycles avec les
oxydants atmosphériques OH®, NOs et O3 ainsi que les mécanismes de formation des dérivés produits
(OHAPs et Nitro-HAPs) (Atkinson et Arey 2007, 2003; Wang et al. 2007a). La réaction principale
d’oxydation des HAPs dans I'atmosphére est celle avec le radical OH®, avec une constante de vitesse
jusqu’a sept fois plus élevée qu’avec les autres oxydants (NOx et Os). La réaction des HAPs avec les

radicaux OH® peut étre déclenchée par plusieurs voies possibles.

Les trois voies de réaction avec le radical OH* pour I'acénaphténe et I'acénaphtyléne proposées par
Alkinson et al. (Figure 8) impliquent :

- Dans le cas de l'acénaphtyléne , une addition du radical OH® sur la double liaison C=C du cycle a 5
carbones (Figure 8-1)

- Dans le cas de I'acénaphténe , soit une élimination d’un radical H* de la simple liaison C-C du cycle a
5 carbones (Figure 8-2), ou soit une addition du radical OH" sur un cycle a 6 carbones en position a par
rapport au cycle a 5 carbones, formant un intermédiaire radicalaire de type hydroxycyclohexadiényle

riche en énergie (Figure 8-3).

HC — CH HC — CHOH

&
&

1) +OH —m—m——— +H,0
Acénaphtyléene
H,C — CH, H,C — CH
2) OO ' OH' - ' HZO
Acénaphtene
H,C — CH, H,C — CH,
OH
3) ¥ H
+OH —— +H,0
Acénaphtene intermédiaire radicalaire

hydroxycyclohexadiényle

Figure 8 : Mécanismes de réaction pour I'acénaphtylene et I'acénapthéne en phase gazeuse avec les

radicaux OH® (Atkinson et al. 1989; Atkinson et Arey 1994)
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Les adduits hydroxylés des HAPs (Figure 8-1 et Figure 8-3) peuvent réagir avec les NOx, O; et HO;
(radical hydroperoxyle) pour former des CO-HAPs de type quinones, ou possédant un cycle aromatique
ouvert comme des dialdéhydes. Le mécanisme de réaction de I'intermédiaire hydroxycyclohexadiényle
du naphtaléne avec O,, NO et HO,, suggéré par Qu et al. (Qu et al. 2006), et conduisant a la formation

de 2-formylcinnamaldéhyde et de 1,4-naphtoquinone, est présenté en Figure 9.

H OH
Adduit
OO naphtaléne- OH
\(\ ‘(\ NO +NO, +HO2
0 o M H o
2-formyl~
. \ cinnamaldéhyde

Y

\ \ 0

OH Q Q Il

o, 0 o, 00 2o (1)
\ ’

w
0 0] . 0
7 g /
H—o” #—o oy,
O--.
H
\ +HO,
0
I
O‘ + OH . +H,0,
0
0

1,4-naphthoquinone
H

Figure 9 : Mécanismes proposés pour la réaction de I'adduit naphtaléne-OH avec les espéces

atmosphériques O,, NO et HO; selon Qu et al. (Qu et al. 2006)

La 6H-dibenzo[bd]pyran-6-one est un des sous-produits formé par oxydation du phénanthrene avec
les espéces OH" et NOs™ (Lee et al. 2012; Sasaki et al. 1997). Parmi les CO-HAPs identifiés, a partir de

HAPs de 2 a 4 cycles par réaction chimique avec les oxydants atmosphériques, on retrouve aussi
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I'indén-1-one, la 1,3-indénedione, les 1,2- et 1,4-naphtoquinone, des benzopyrones, la 9-fluorénone,
le 1,2-naphthalénedicarboxaldéhyde, I'anhydride 1,2-naphthalique, ainsi que les 1,4- et 9,10-
phénanthrénequinone (Arey et al. 1989; Lee et Lane 2010; Wang et al. 2007a).

Formation des CO-HAPs a partir de HAPs par réaction biologique

Les OHAPs, dont certains CO-HAPs, sont aussi potentiellement produits dans I'environnement par des
réactions biologiques (microbiennes, enzymatiques) des HAPs au moyen de bactéries ou de
champignons (Cerniglia 1992; Lundstedt et al. 2007; Meckenstock et al. 2004; Wilcke et al. 2014b). La
transformation microbienne des HAPs en OHAPs dans les sols est liée a I'activité biologique qui dépend
du climat et de la fertilité du sol (principalement la disponibilité des éléments nutritifs et la
concentration en matiere organique). Plus I'activité biologique est élevée, plus les rapports de
concentration OHAPs/HAPs dans les sols sont élevés (Okere 2011). Dans une expérience d'incubation
a court terme d'un sol fertile, il a été démontré que le renouvellement microbien produit une
transformation de HAPs en OHAPs ce qui entraine une augmentation des rapports de concentration

OHAPs/HAPs (Wilcke et al. 2014b; Biache et al. 2017).

Les HAPs peuvent étre transformés en OHAPs par des champignons présents sous forme de pourriture
blanche (Phanerochaete chrysosporiu, Pleurotus ostreatus, Coriolopsis polyzona et Trametes
versicolor), qui produisent des enzymes de type laccase, manganése peroxydase et ligninase
(Lundstedt et al. 2007; Vyas et al. 1994; Qiao et al. 2016). Le fluorene est susceptible de se transformer
en 9-hydroxyfluoréne et en 9-fluorénone (produit principal) par la manganese peroxydase et les
ligninases (Bogan et al. 1996). L'anthracéne et le phénanthréne sont susceptibles de se transformer en
9,10-anthraquinone et en 9,10-phénanthraquinone respectivement (Hammel et al. 1991; Vyas et al.

1994).

Certaines bactéries peuvent aussi permettre la transformation de HAPs en CO-HAPs et plus largement
en OHAPs (Cerniglia 1992; Ghosal et al. 2016; Mallick et al. 2007; Peng et al. 2008; Seo et al. 2009).
L'acénaphtyléne peut étre dégradé en anhydride 1,8-naphtalique, en acide 1-naphtoique ainsi qu’en
acide 1,8-napthalénedicarboxylique par I'action de Acinetobacter sp. souche AGAT-W (Figure 10)
(Ghosal et al. 2013).
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Acénaphtyléne

Acinetobacter

Oo. O. .0 O~ __OH

Anhydride 1,8-naphtalique Acide 1-naphtoique

HO.__o® OH

L

Acide naphtaléne-1,8-dicarboxylique

Figure 10 : Produit de dégradation de I'acénaphtyléne par I'action de Acinetobacter sp. souche AGAT-

W selon Ghosal et al. (Ghosal et al. 2013)

1.2.2.3. Présence et distribution des CO-HAPs dans I'environnement

Plusieurs CO-HAPs ont été identifiés dans de tres nombreux compartiments de I’'environnement tels
que dans I'atmosphere (air et particules d’air), le charbon, la fumée de bois et de charbon, les émissions
de moteur diesel, les eaux souterraines, les sédiments et les sols (Bjorseth et Ramdahl 1985; Hellou et
al. 2009; Jakober et al. 2007; Lundstedt et al. 2007; Oda et al. 1998; Schlanges et al. 2008; Simoneit et
al. 2007).

1.2.2.3.1. Présence et distribution des CO-HAPs dans I’'atmospheére

Les CO-HAPs sont présents a la fois dans la phase gazeuse et la phase particulaire de I'atmosphére

(Walgraeve et al. 2010; Albinet et al. 2008; Tomaz et al. 2017). lls sont répartis entre ces deux phases
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selon la constante de partage gaz/particules qui dépend de la masse molaire, la pression de vapeur et
la structure moléculaire des composés mis en jeu (Alam et al. 2014; Albinet et al. 2008; Delgado-Saborit
et al. 2013; Tomaz et al. 2016; Walgraeve et al. 2015). Tomaz et al. ont étudié la répartition des OHAPs
entre la phase gazeuse et la phase particulaire de I'atmosphére chaque trois jours pendant 24h sur une
année (Janvier 2013 a Janvier 2014) a Grenoble en France. La Figure 11 présente la concentration
moyenne en pg/m? pour plusieurs CO-HAPs en phase gazeuse (en orange) et en phase particulaire (en
gris), classés par ordre croissant de leur masse molaire. Les CO-HAPs légers (masse molaire < 180
g/mol) sont principalement présent en phase gazeuse (ex : 1-naphtaldéhyde, 1-acénaphténone) et les
CO-HAPs les plus lourds (masse molaire =222 g/mol) sont principalement présent en phase particulaire
(ex: benzanthrone, 1,2-benzanthraquinone). Les CO-HAPs possédant des masses molaires
intermédiaires (masse molaire comprise entre 180 et a 222 g/mol) présentent des proportions
respectives non négligeables en phase gazeuse et en phase particulaire (ex : acénaphténequinone,
dibenzopyrene-6-one, anhydride-1,8-naphtalique, 9-phénanthréne-carboxaldéhyde) (Tomaz et al.

2016).
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Figure 11 : Répartition des CO-HAPs entre la phase gazeuse et la phase particulaire de I'atmosphere
selon leur concentration moyenne (en pg/m3) sur 'année 2013 a Grenoble - France (Tomaz et al.

2016)
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Récemment, des concentrations significatives en CO-HAPs liés aux particules ont été signalées dans
des grandes villes chinoises (Bandowe et al. 2014b; Wei et al. 2015), a Birmingham au Royaume-Uni
(Alam et al. 2015; Delgado-Saborit et al. 2013; Keyte et al. 2016), a Paris (Ringuet et al. 2012a), a
Singapour et a Budapest en Hongrie (Nyiri et al. 2016). Le Tableau 4 présente les concentrations

atmosphériques urbaines des CO-HAPs généralement les plus abondants en ng/m?.

La concentration pour un CO-HAP peut étre de I'ordre du pg/m? voire du ng/m? dans I"atmosphére de
certaines villes importantes du monde (Tableau 4). Une concentration résiduelle en 9-fluorénone
supérieure 3 0,1 ng/m?3 est généralement déterminée dans ces milieux ce qui fait de ce CO-HAP |'un
des plus abondants. Dans certaines métropoles chinoises trés densément peuplées comme Xi’an, des
teneurs supérieures a 10 ng/m3 ont pu é&tre observées pour le 1-naphtaldéhyde, la 9-fluorénone ainsi

que la benzanthrone.
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Lieux et date 1-naphtaldéhyde 1,4-naphtoquinone 9-fluorénone benzanthrone 1,2-benzanthraquinone Référence
prélevements

Paris 0,3 - 7,1 0,3 - (Keyte et al. 2016)
(France, 2013)

Birmingham - 0,0052 - - 0,2015 (Alam et al. 2015)
(UK, 2015)

Birmingham - - 0,1 - - (Keyte et al. 2016)
(UK, 2012)

Budapest - 0,5 1,35 - - (Nyiri et al. 2016)
(Hongrie, 2010-13)

Clementi - - 0,113 0,169 - (Zhang et al. 2017)
(Singapour, 2015)

Nanjing - - 3,06 - - (Zhuo et al. 2017b)
(Chine, 2014-15)

Xi’an 11,56 2,62 19,84 - 0,2 (Wei et al. 2015)
(Chine, 2012)

Xi’an 0,044 1,41 7,82 12,71 5,39 (Bandowe et al.

(Chine, 2009)

2014b)

«-»:non déterminé
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La quantité en CO-HAPs dans I'atmosphére dépend néanmoins des saisons. Tomaz et al. ainsi que Alves
et al. ont étudié les concentrations en CO-HAPs liés aux particules en hiver et en été (Alves et al. 2017;
Tomaz et al. 2016). La plupart des CO-HAPs peuvent présenter des concentrations 2 a 7 fois plus
élevées en hiver qu’en été. Des concentrations moyennes comparatives (ng/m?) en OHAPs totaux ont
été reportées en Figure 12 pour les villes de Porto (Alves et al. 2017), Grenoble (France) (Tomaz et al.
2016), Douai (France) (Mirivel et al. 2010), Augsbourg (Allemagne) et Marseille (France) (Albinet et al.
2007) ; elles témoignent d’une forte disparité entre ces deux saisons. Les variations saisonnieres
peuvent s'expliquer par des émissions primaires plus élevées provenant du chauffage domestique, en
particulier de la combustion de biomasse pendant la période hivernale (Alves et al. 2017; Bandowe et
al. 2014b; Tomaz et al. 2017). Une autre source importante d’'OHAPs dans les zones urbaines, est la
circulation automobile (Jakober et al. 2007; Sidhu et al. 2005) avec la combustion de matieres fossiles

notamment le diesel et |'essence.
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Figure 12 : Concentrations moyennes en OHAPs totaux (en ng/m?) selon la saison dans I’atmosphére

de certaines villes européennes

1.2.2.3.2. Présence et distribution des CO-HAPs dans les sols

La plupart des études visant a déterminer la présence de CO-HAPs dans le sol ont été réalisées pour

des zones susceptibles d’étre polluées, situées a proximité de sites industriels et urbains (Arp et al.
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2014; Bandowe et Wilcke 2010a; Bandowe et al. 2011; Bandowe et al. 2010b). Certaines teneurs
obtenues pour 6 CO-HAPs sont reportées dans le Tableau 5 ; elles peuvent étre individuellement bien
supérieures au ppb (ug/kg) voire au ppm (mg/kg) du fait de la nature des sols mis en jeu. Ces valeurs
peuvent étre comparées a celles obtenues pour des sols témoins ou agricoles éloignés d’activités

urbaines ou industrielles (Wilcke et al. 2014a; Sun et al. 2017).

Selon le type de sol étudié, une variété tres importante de CO-HAPs peut étre obtenue. Néanmoins,
deux composés semblent étre retrouvés systématiquement a savoir la 9-fluorénone et la 9,10-
anthraquinone (voir Tableau 5). Ces deux composés possedent généralement dans les sols des
concentrations qui sont du méme ordre de grandeur. Il est cependant a noter qu’une présence de
9,10-anthraquinone dans un sol peut étre due a une activité industrielle spécifique car ce composé est
utilisé pour la fabrication de teintures et pigments ou encore lors de la fabrication industrielle de pate
a papier. De plus, il peut étre utilisé en agriculture comme produit phytosanitaire car il présente un

effet répulsif vis-a-vis des oiseaux.

Dans des sols industriels tres pollués situés en Suede (sites d'usine a gaz, d’usine de cokeries ou de
préservation du bois, ...), Lundstedt et al. (Lundstedt et al. 2007) ont déterminé des concentrations
trés élevées pouvant dépasser la dizaine de ppm (mg/kg) pour la 9-fluorénone et la 9,10-
anthraquinone. Plusieurs CO-HAPs ont été de plus identifiés par ces auteurs tels que: la 1-
acénaphténone, la méthyl-9-fluorénone, la 4H-cyclopenta-4-phénanthrenone, la 2-méthyl-9,10-
anthraquinone, la 4-oxapyréne-5-one, la benzo[alfluorénone, la 7H-benzanthracene-7-one, la 1,2-
benzanthraquinone, la 5,12-naphtacénequinone et la 6H-benzo[cd]pyrén-6-one. Les concentrations
pour certains CO-HAPs sont parfois supérieures a celles de leur HAP correspondant. Par exemple, la
teneur en 9-fluorénone (83 mg/kg) est plus de 2 fois supérieure a celle du fluoréne (38 mg/kg) dans un
sol industriel situé a Husarviken en Suéde. Bandowe et al. ont comparé les teneurs en 5 CO-HAPs
(Tableau 5) dans les sols d'un ancien site d'usine a gaz (Berlin, Allemagne), un sol urbain (Mayence,
Allemagne) et un sol forestier (Manaus, Brésil). Cette étude a permis de démontrer une prédominance
parmi les CO-HAPs de 9-fluorénone et de 9,10-anthraquinone méme si les teneurs trouvées sont bien
inférieures (globalement entre le ppb et le ppm) a celles trouvées par Lundstedt et al.. Les sols urbains
et industriels ont révélé des teneurs plus importantes en CO-HAPs que les sols forestiers ; de plus des
quantités résiduelles de I'ordre du ppb ont été déterminées, pour ces sols, en 1-naphtaldéhyde, 1,2-

acénaphtylénequinone et 1,4-naphthoquinone (Bandowe et Wilcke 2010a) (Tableau 5).
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Tableau 5 : Concentrations pour 6 CO-HAPs majoritaires déterminées dans plusieurs types de sols (industriels, urbains, agricoles ou témoin) (en pg/kg)

Lieux et datede Type de 1- 1,4- 9- 1,2- 9,10- 1,2- Référence
prélevements sols naphtaldéhyde naphthoquinon fluorénone acénaphténequino anthraquinone benzanthraquino

e ne ne
26 provinces de  Agricoles - - 0,3-10 - 0,9-26 0,2-8,4 (Sun et al.
lI'est de la 2017)
Chine, 2013
Bahia Blanca Témoins n.d - 2,82 n.d 8,6 20 (Wilcke et al.
(Argentine, 2014a)
2010)
Angren Industriels 14 2 316 91 376 - (Bandowe et
(Ouzbékistan, al. 2010b)
2010)
Manaus Foréts 1,1 n.d 1,7 n.d 2,1 - (Bandowe et
(Brésil, 2010) al. 2010a)
Mayence Urbains 6 n.d 47,2 4,9 80 - (Bandowe et
(Allemagne, al. 2010a)
2010)
Husarviken Industriels - - 83000 - 51000 6300 (Lundstedt
(Suéde, 2007) et al. 2007)
Boden Industriels - - 700 - 2100 640 (Lundstedt
(Suéde, 2007) et al. 2007)

« n.d » non detecté

« - » non analysé dans cette étude
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Dans des sols agricoles ou éloignés de toute activité humaine, Wilcke et al. ont quantifié treize CO-
HAPs pour 20 lieux situés sur la céte Atlantique de I'Argentine. Parmi ces treize CO-HAPs, les teneurs
maximales déterminées pour la 9-fluorénone et la 9,10-anthraquinone (respectivement 2,82 et 8,9
pg/kg) sont nettement inférieures a celles trouvées pour I'anhydride 1,8-naphtalique (42 ug/kg), la

benzopyréne-6-one (37 pg/kg) et la 1,2-benzanthraquinone (20 pg/kg) (voir Figure 13).
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Figure 13 : Concentrations maximales en CO-HAPs déterminées dans des sols agricoles et témoins

situés sur la c6te Atlantique de I’Argentine selon Wilcke et al. (Wilcke et al. 2014a)

Des sols agricoles de 26 provinces de I'est de la Chine ont été étudiés par Sun et al. (Sun et al. 2017)
notamment pour leur composition en 4 CO-HAPs. Des quantités relativement similaires a celles
déterminées par Wilcke et al. ont été trouvées pour la 9-fluorénone (entre 0,3 et 10 pg/kg), la 9,10-
anthraquinone (entre 0,9 et 26 pg/kg), la benzanthrone (entre 0,9 et 26 pg/kg), et la 1,2-
benzanthraquinone (compris entre 0,2 et 8,4 ug/kg).

La présence de CO-HAPs dans les sols peut éventuellement trouver son origine dans des processus de

combustion. Liés aux particules atmosphériques ou présents en phase gazeuse, les HAPs et CO-HAPs
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peuvent alors se déposer sur le sol par dépot sec/humide ou par échange air-sol direct a partir de |'air
contaminé (Lundstedt et al. 2007; Bandowe et al. 2010a; Obrist et al. 2015; Wilcke et al. 2014a). Les
CO-HAPs et HAPs une fois déposés sur les sols peuvent subir des processus de biodégradation,
d'adsorption par les plantes, de bioaccumulation, de volatilisation et de lessivage, ce qui détermine
leur durée de vie et leur devenir global (Bandowe et al. 2019; Semple et al. 2003; Wilcke et al. 2014a).
Les CO-HAPs, du fait d’'une plus faible constante de distribution carbone organique/eau (Koc) (Wilcke
et al. 2014a), peuvent migrer par lessivage vertical dans les sols plus facilement que les HAPs
correspondants (Lundstedt et al. 2007; Bandowe et al 2011; Weigand et al. 2002). La présence dans
les CO-HAPs de groupements fonctionnels polaires peut néanmoins ralentir leur transport dans les sols
(Huang et al. 2004). La mobilité plus élevée des CO-HAPs par rapport aux HAPs dans les sols a été
confirmée par Obrist et al. (Obrist et al. 2015) au cours d’une étude sur des sols prélevés dans
différents lieux des Etats-Unis (Floride, Maine, Californie et Washington). Les rapports CO-
HAPs/carbone organique augmentent plus fortement en fonction de la profondeur dans le sol que les
rapports HAPs/carbone organique notamment pour des composés tels que I'anthrone,

I'anthraquinone, la fluorénone et I'acénaphtenequinone (Obrist et al 2015).

1.2.2.3.3. Présence et distribution des CO-HAPs dans I’'eau

Les CO-HAPs sont aussi possiblement présents dans les milieux aquatiques. lls peuvent atteindre ces
derniers par des dépodts atmosphériques, des ruissellements de surface ou encore par des
déversements pétroliers (O’Connell et al. 2014; Qiao et al. 2014b; Tidwell et al. 2016). Cependant, peu

d’études existent sur la présence des CO-HAPs dans les milieux aquatiques.

Dans les Rivieres Wenyu et Yongdingxin en Chine (Qiao et al. 2014b), des niveaux globaux en 4 CO-
HAPs (9-fluorénone, 9,10-anthraquinone, 2-méthylanthraquinone, et 1,2-benzanthraquinone) varient
entre 0,10 et 0,23 pg/L. De méme que dans la plupart des autres compartiments de I’environnement,
les deux CO-HAPs les plus abondants détectés dans cette étude sont le 9-fluorénone et la 9,10-
anthraquinone. Dans ces riviéres, la concentration de ces derniers est plus élevée que celle de leurs
HAP correspondant avec des rapports 9-fluorénone / fluoréne et 9,10-anthraquinone / anthracéne
respectivement de 1,57 et 9,68. Dans la riviere la Willamette aux Etats-Unis (Etat de I'Orégon), la
somme des concentrations de 22 CO-HAPs (au maximum 279 ng/L selon le lieu) est supérieure a celle
de 60 HAPs (Tidwell et al. 2017). Pour chaque site d’échantillonnage, la somme des concentrations en
acénaphténequinone et en 9-fluorénone dépasse 80% de la proportion relative en CO-HAPs (Figure

14). La proportion en 9,10-anthraquinone est relativement faible pour cette riviére.
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Figure 14 : Histogramme empilé comparant le pourcentage de contribution de la concentration de
chaque CO-HAPs a la somme totale des concentrations en CO-HAPs pour 5 sites d’échantillonnage de

la riviere Willamette aux Etats-Unis, résultats selon Tidwell et al. (Tidwell et al. 2017)

Dans des eaux cétiéres du Japon, les niveaux détectés en 9,10-anthraquinone (entre 3,9 et 200 ng/L)
sont beaucoup plus élevés que ceux de I'anthracéne (inférieurs a 4,7 ng/L) (Kurihara et al. 2005). Les
CO-HAPs semblent avoir des teneurs globalement plus importantes que leur HAPs correspondants
dans les milieux aquatiques (eaux cotieres ou de riviére) ; des facteurs tels que la plus faible solubilité
dans I'eau des HAPs ainsi que de possibles transformations chimiques de ces derniers pourraient

expliquer cette différence.

1.2.2.4. Présence et distribution des CO-HAPs dans les aliments

La présence de CO-HAPs et plus globalement de OHAPs dans différents compartiments de

I’environnement (air et sols notamment) a fait I'objet de nombreuses études, mais leur présence et
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distribution dans les aliments restent encore mal connues. Les aliments primaires peuvent étre
potentiellement contaminés par exposition a un environnement pollué (air, eau et sol) contenant des
HAPs. Un autre mode de contamination est la cuisson, mais aussi éventuellement certaines étapes de
transformation industrielle (Paris et al. 2018; Purcaro et al. 2013; Singh et al. 2016). Les CO-HAPs
pouvant étre produits de facon concomitante ou a partir des HAPs, tous ces processus peuvent
entrainer une présence de ces composés dans les aliments (Hua et al. 2016; Li et al. 2016). Par
conséquent, selon Bansal et Kim (Bansal et Kim 2015) et Dos Santos et al. (Dos Santos et al. 2019)
I'alimentation est devenue possiblement la principale source d'exposition humaine aux OHAPs, en

particulier chez les non-fumeurs et/ou les personnes non exposées professionnellement.

La plupart des études réalisées sur les CO-HAPs dans les aliments I'ont été sur des produits issus du
reégne animal (viandes, poissons) ; cependant, Dos Santos et al. (Dos Santos et al. 2019) ainsi que Wang
et al. (Wang et al. 2018) ont détecté respectivement la présence de 5,12-naphtacénequinone et de

9,10-anthraquinone dans des échantillons de café du commerce et de thé.

Des concentrations élevées en CO-HAPs ont été signalées chez certaines espéces de poisson. Ces
derniers peuvent absorber des OHAPs a la suite d’une exposition a de I'eau polluée ou par l'ingestion
d'aliments (Jafarabadi et al. 2019). Bandowe et al. (Bandowe et al. 2014a) ont quantifié 13 OHAPs (1,4-
naphtoquinone, 1-naphtaldéhyde, 9-fluorénone, 1,2-acénaphténequinone, 9,10-anthraquinone,
anhydride 1,8-naphtalique, 4H-cyclopenta[def]lphénanthrénone, 2-méthyl-9,10-anthraquinone,
benzo[a]fluorénone, benzanthrone, 1,2-benzanthraquinone, 5,12-naphténequinone et 6H-
benzo[cd]pyréne-6-one) dans des poissons au Ghana (Bandowe et al. 2014a). La concentration
moyenne en CO-HAPs (inclus la 1-indanone et le 2-biphénylcarboxaldéhyde) dans les muscles des
poissons est de 422 pg/kg de poids sec ; cette concentration est comprise entre 28 et 1715 pg/kgselon
les especes. Ces valeurs sont similaires aux concentrations en CO-HAPs déterminées dans les muscles
des poissons péchés en Suéde ; valeurs comprises entre 26 et 946 pg/kg (Brorstrom-Lundén et al. 2010)

(Tableau 6).

Des concentrations en CO-HAPs relativement plus faibles que celles trouvées dans le poisson ont été
détectées dans des échantillons de viandes de porc fumées. Pour la viande fumée au charbon, la
concentration médiane en CO-HAPs est de 20,5 pg/kg, alors qu’elle est de 9,26 pg/kg pour la viande
fumée au bois (Chen et al. 2014). Les niveaux en CO-HAPs dans de I’huile et des aliments frits différents
des poissons et des viandes sont aussi relativement faibles avec des teneurs globales inférieures a 20
ug/kg (Tableau 6). La 9,10-anthraquinone et la 9-fluorénone sont généralement les CO-HAPs les plus
abondants dans les huiles végétales (Hua et al. 2016), les pates frites (Li et al. 2016) ou encore les

cacahueétes (Zhao et al. 2017) (Tableau 6).
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Tableau 6 : Concentrations en CO-HAPs dans plusieurs aliments (en ug/kg)

Nature d'aliment  9-fluorénone  9,10-anthraquinone benzanthrone 1,2-benzanthraquinone  9,10-Dihydrobenzo[a]pyrénone Référence
(Dos Santos et al.
Café 0,3* 1,1* - - -
2019)

Cacahuetes 0,25 0,29 0,02 0,07 0,02 (Zzhao et al. 2017)
Huile de soja 1,96 13,1 3,57 0,98 0,46 (Hua et al. 2016)
Huile de colza 3,42 2,28 0,18 0,08 0,6 (Hua et al. 2016)

Pates frites 2h 1,75 6,41 0,86 0,29 0,11 (Li et al. 2016)

(Brorstrom-Lundén et
Poisson 8,7 170 1 0,74 0,46

al. 2010)

Tissu de moule
22,6 180 - < LOD

a

(Layshock et al. 2010)

*

« * » valeur maximale « - » non analysé dans cette étude

@:SRM 2977 matériaux de référence de I'Institut national des normes et de la technologie (NIST)

Page | 36



Chapitre 1. Synthese Bibliographique

L'analyse des hydrocarbures aromatiques réalisée par Chen et al. (Chen et al. 2014) sur de la viande
de porc fumée au charbon permet de comparer la localisation préférentielle des HAPs et CO-HAPs dans
des échantillons de viande. Les concentrations les plus faibles en CO-HAPs se trouvent dans la peau
(16 pg/kg) et augmentent avec la profondeur (60 pg/kg dans le gras, 80 pg/kg dans le maigre). Comme
pour les CO-HAPs, les concentrations en HAPs dans la peau sont inférieures a celles observées dans le
gras et le maigre. Cependant les OHAPs peuvent pénétrer plus profondément que les HAPs et atteindre
jusqu’a 17 mm de profondeur de la couche maigre, alors que la majorité des HAPs ne dépassent pas 8
mm de profondeur. En effet, les groupes hydrophiles des CO-HAPs pourraient les aider a migrer plus

profondément.

Les quelques études réalisées sur la présence des CO-HAPs dans les aliments ont permis de mettre en
évidence des concentrations potentiellement supérieures au ppb ou a la dizaine de ppb pour quelques
composés. Dépendant de la toxicité des CO-HAPs, I'exposition de I’'Homme via son alimentation ne
peut étre négligée ; il parait ainsi nécessaire de surveiller et controler les concentrations en CO-HAPs

dans les aliments.

1.2.2.5. Etudes sur la toxicité des CO-HAPs

La toxicité des CO-HAPs est trés peu documentée comparativement a celle des HAPs alors qu’il
apparait que la contamination de I'environnement par ces composés ne peut étre négligée. Les voies
d'exposition aux CO-HAPs semblent étre peu différentes de celles des HAPs (Pulleyblank et al. 2019).
L'exposition aux CO-HAPs peut provenir de I'eau, de l'air, du sol et des sources alimentaires. Les voies
d'exposition humaine aux CO-HAPs peuvent ainsi étre |'ingestion, l'inhalation et I'absorption cutanée
et oculaire. Selon plusieurs auteurs, I'exposition aux CO-HAPs présente un risque important pour la
santé humaine en raison de leurs potentielles propriétés mutagenes et cancérogenes (Idowu et al.

2019; Chibwe et al. 2015; IARC 2010; Lundstedt et al. 2014).

Quelques études in vivo et in vitro ont été menées pour évaluer la toxicité des CO-HAPs et plus
globalement celle des OHAPs. Les études in vitro sont effectuées dans un tube a essai (ou autre
contenant en verre) en l'absence d'un organisme vivant et les études in vivo sont réalisées par

exposition d'un organisme vivant.
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1.2.2.5.1. Etudes in vitro sur la toxicité des CO-HAPs

Des études in vitro ont montré que certains CO-HAPs possédent des effets génotoxiques au niveau
cellulaire. La 1,2-benzanthraquinone a été identifiée comme inductrice de I'activité oestrogénique
dans les cellules d'hépatomes de rats (Machala et al. 2001). Des essais in vitro sur des cellules
pulmonaires humaines ont montré une induction du stress oxydatif en présence
d’acénaphtenequinone (Chung et al. 2008). Gurbani et al. (Gurbani et al. 2013) ont effectué une
évaluation de I'endommagement de I'ADN en présence de CO-HAPs a I'aide (i) du test d'Ames vis-a-vis
de bactéries et (ii) du test du micronoyau pour des cellules alvéolaires pulmonaires humaines. Ces
essais ont dévoilé une modulation métabolique et des dommages conséquents a I'ADN en présence
de 1,4-benzoquinone, 1,2-naphtoquinone, 1,4-naphtoquinone et 9,10-phénantrénequinone. De
méme, des échantillons de particules urbaines, contenant des CO-HAPs et HAPs, issues de la ville de
Sao Paulo au Brésil, ont fait I'objet de tests de mutagénicité en utilisant le test d'Ames sur des souches
TA98 et YG1041 de Salmonella. Les fractions contenant des CO-HAPs ont produit une activité
mutagene presque quatre fois supérieure a celle des fractions contenant des HAPs (Umbuzeiro et al.
2008). Dans des extraits de sédiments, la 1,4-antracénequinone a été identifiée comme une substance
génotoxique trés puissante au moyen du test umuC (Brack et al. 2003). De plus, Lundstedt et al. ont
signalé que les fractions contenant des CO-HAPs issus d’extraits de sédiments recueillis dans une usine
de préservation du bois étaient presque aussi mutagenes que les fractions contenant des HAPs

(Lundstedt et al. 2007).

1.2.2.5.2. Etudes in vivo sur la toxicité des CO-HAPs

Knecht et al. (Knecht et al. 2013) ont étudié I'exposition d’embryons de poisson zébre vis-a-vis de 38
OHAPs dont 29 CO-HAPs pour évaluer I'apparition de malformations, les changements d'expression
génétique et Ila fonction mitochondriale. L'exposition de ces embryons a Ila 9,10-
phénanthrénequinone, a la benzanthrone, a la xanthone et a la 1,2-benzanthraquinone a révélé une
augmentation de I'expression de plusieurs génes liés au stress oxydatif ainsi qu’une diminution du taux

de consommation d'oxygéne (Knecht et al. 2013).

Le potentiel mutagene des CO-HAPs a été démontré in vivo sur un modele d'embryon de poisson de
medaka japonais (Oryzias latipes) (Dasgupta et al. 2014). Le potentiel génotoxique de
I'acénaphtenequinone et de la 1,2-benzanthraquinone a été évalué au moyen du test des cometes qui
mesure |'étendue de I'ADN brisé dans le noyau en utilisant I'électrophorése sur microgel combinée a

la microscopie par fluorescence (Olive, Banath, et Durand 1990). Les deux CO-HAPs testés ont causé
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des augmentations significatives des dommages a I'ADN aprés seulement 48 h d'exposition aux plus

faibles concentrations testées (5 pg/L). Des comparaisons du potentiel génotoxique de ces deux CO-

HAPs et de 3 HAPs (acénaphténe, benzo[alanthracéne et benzo[a]lpyréne) ont révélé des pouvoirs

similaires dans I'ensemble aprés une exposition prolongée de 7 jours (Figure 15).
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Figure 15 : Dommages causés a I'ADN d’embryons d’Oryzias latipes apres 7 jours d'exposition a 2 CO-

HAPs et 3 HAPs (3 10 pg/L)

OTM : moment de la queue de la comete, mesure permettant d’apprécier le dommage causé a I’ADN avec le

test des cometes

Parmi les CO-HAPs qui ont démontré in vivo un potentiel mutagene, mentionnons la benzanthrone,

I'acénaphtenequinone, la 1,2-benzanthraquinone et la 6H-benzo[cd]pyrén-6-one (Dasgupta et al.

2014; Durant et al. 1996).
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1.2.2.5.3. Stress oxydatif lié a la présence de CO-HAPs

Les CO-HAPs peuvent étre des sources de stress oxydatif résultant en une surproduction des espéeces
réactives de 'oxygene (ROS) au détriment des défenses antioxydantes. La génération d'un stress
oxydatif important peut entrainer un changement de I|'état d'oxydo-réduction cellulaire qui peut
endommager les cellules et entrainer la formation de macromolécules cellulaires oxydées. Ces
dommages induisent et activent des réponses biologiques telles que l'inflammation et I'apoptose
(Dieme et al. 2012; Walgraeve et al. 2010; Zhang et al. 2018a). De nombreuses études confirment la
toxicité élevée des CO-HAPs en raison du stress oxydatif (Benigni et Bossa 2011). La toxicité reconnue
de certains CO-HAPs tel que la 1,2-benzanthraquinone et la benzo[a]fluorénone entraine une
augmentation de la présence d’espeéces réactives de I'oxygene et la formation de genes antioxydants
chez les poissons zebres (Knecht et al. 2013). Certains CO-HAPs (phénalénone, benzanthrone, 3-nitro-
6H-dibenzo[bd]pyran-6-one, cyclopenta[cd]pyrén-3(4H)-one, 6H-benzo[cd]pyrén-6-one et
anthanthrone) sont considérés comme extrémement toxiques et produisent des superoxydes nocifs
qui tuent la majorité des cellules humaines lors d’essais de mutagénicité (Durant et al. 1996). Les
especes réactives de I'oxygéne affectent également les voies de transduction du signal et la régulation
de I'expression des génes, jouant ainsi un réle important dans le stade de la cancérogénése qui favorise

la formation de tumeurs (Benigni et Bossa 2011).

1.2.2.5.4. Etudes sur la cancérogénicité des CO-HAPs

Les effets cancérogenes de nombreux CO-HAPs sont susceptibles d’étre a action directe (EHC 2003;
Huang et al. 2014). Les agents cancérigenes a action directe exerce un effet direct et ne nécessitent
aucune activation enzymatique (Kielhorn 2003; Lundstedt et al. 2007; Motorykin et al. 2015; Pedersen
et al. 2005). Par exemple, il a été démontré que la 9,10-anthraquinone peut étre cancérigéne et que
les concentrations retrouvées pour ce composé peuvent étre corrélées a I'apparition de cas de cancer

(Wei et al. 2010).

L’évaluation des risques d’exces de cancer (ECR) induits par l'inhalation des composés aromatiques
polycycliques (HAPs, OHAPs, Nitro-HAPs) est généralement menée a l'aide de facteurs d'équivalence
toxique (toxicity equivalency factor, TEF), avec le benzo[a]pyréne (BaP) comme composé de référence
(TEF = 1), en utilisant les équations (1 et 2, présentées ci-dessous) recommandées par le Bureau
Californien d’Evaluation des Risques pour la Santé liés a I'Environnement (OEHHA) et I’Agence

Ameéricaine de Protection Environnementale (US-EPA) (Malig 2015 ; OEHHA, 2011).
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[BaPlsq = ZI™1(C; x TEF) (ng/m?) (1)

ECR = Y[BaP)eq X URgap (2)

UR (Unité de risque) avec le benzo[a]pyréne (BaP) pris comme référence a 1,1 x 10° ng/m3(OEHHA, 2011)

Contrairement aux HAPs et aux Nitro-HAPs (10 valeurs de TEF disponibles pour ces derniers), Il n’existe
gu’une seule valeur de TEF disponible pour les CO-HAPs a savoir celle de la 9,10-anthraquinone (TEF =
0,018) (Durant et al. 1996; Tomaz et al. 2016). Cette valeur de TEF est susceptible de conférer ala9,10-
anthraquinone une toxicité moins importante que le benzo[a]pyréne mais correspond a une valeur

bien plus importante que celles déterminées pour de nombreux HAPs.

En conclusion, plusieurs OHAPs sont potentiellement toxiques (écotoxiques, génotoxiques,
mutagénes, oestrogéniques), bioaccumulables, persistants, mobiles, et sont susceptibles de causer de
graves dommages aux écosystémes, a la santé animale et a la santé humaine (Arp et al. 2014; Boll et
al. 2015; Machala et al. 2001; Pulleyblank et al. 2019). Certains chercheurs ont commencé a réclamer
la révision de la liste réglementaire des 16 HAPs de I'US-EPA afin d'y inclure certains OHAPs et CO-HAPs
(Andersson et Achten 2015; Lundstedt et al. 2014), d’ou limportance de développer des
méthodologies de dosage efficaces et fiables afin de pouvoir les déterminer dans les différents

compartiments de I'environnement et les aliments.
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1.3. Méthodes d’analyse (extraction, séparation et

détection) des CO-HAPs

Dans cette partie seront présentées les méthodes d’extraction usuelles des CO-HAPs (Soxhlet, UAE,
MAE et PLE, SPE, SPME, ...), ainsi que les techniques de séparation (GC, HPLC) et de détection pour
analyser les extraits obtenus. Comparés aux HAPs, les CO-HAPs sont plus réactifs, labiles, polaires et
instables. lls peuvent étre sujets a de nombreuses interférences dues aux échantillons
(environnementaux, alimentaires, ...) dans lesquels ils sont contenus (Cho et al., 2004 ; Lintelmann et
al., 2005). Lorsqu’ils sont recherchés a I'état de traces (de l'ordre du upg/kg ou pg/m3), les
méthodologies utilisées nécessitent souvent plusieurs étapes de purification et de pré-concentration.
La préparation de I'échantillon est I'étape-clé d’une méthode d'analyse dans son ensemble. Pour
I’'analyse des CO-HAPs, le défi pour les analystes est de les extraire avec une grande sélectivité, en
éliminant les composés de la matrice (environnementale ou alimentaire) par une purification
appropriée pour obtenir a la fois d’excellentes résolutions et sensibilités chromatographiques pour
leur détermination. La préparation d’échantillon peut étre effectuée en trois étapes : extraction (partie

1.3.1), purification (partie 1.3.2) et pré-concentration (partie 1.3.3).

1.3.1. Méthodes d’extraction des CO-HAPs

L'étape d’extraction vise a récupérer de facon optimale les analytes présents dans I'échantillon.
L’extrait obtenu doit étre compatible avec la technique séparative (GC, HPLC) envisagée par la suite.
Pour un échantillon solide, un transfert des composés d’intérét dans un milieu liquide ou gazeux doit
étre ainsi opéré. En ce qui concerne les CO-HAPs, pour leur extraction a partir d’échantillons
environnementaux ou alimentaires, les méthodes les plus utilisées sont :

» L’extraction par soxhlet

» L'extraction par liquide pressurisé (PLE)

» L'extraction assistée par les ultra-sons (UAE)

» L'extraction assistée par micro-ondes (MAE)

» L’extraction en phase solide (SPE) pour les échantillons liquides
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» La microextraction en phase solide (SPME)
» L'extraction par la méthode QUEChERS

» La microextraction en phase liquide (LPME)

Mise a part I’extraction en phase solide (SPE), utilisée majoritairement comme moyen de purification,
le principe et I'application aux CO-HAPs de ces différentes méthodes seront vus dans les prochaines

sous-parties.

1.3.1.1. Extraction par Soxhlet

L'extraction par Soxhlet est une extraction solide-liquide (SLE, Solid-Liquid extraction) qui consiste en
une mise en contact de I’échantillon solide avec un solvant ou des mélanges de solvants de polarités
différentes pour libérer tous les composés cibles de la matrice. Cette technique a été utilisée pour la
premiere fois pour I'extraction de lipides a partir d’une matrice solide par Franz von Soxhlet (von
Soxhlet, 1879). L'extraction par Soxhlet est une méthode classique d'extraction d'échantillons solides
et souvent considérée comme une référence. Cette technique utilise un extracteur de Soxhlet
(montage en verre) permettant le chauffage du solvant a reflux et I’extraction en continu des composés

ciblés.

Compte tenu de sa simplicité a extraire a partir d’'une matrice solide, I'extraction par Soxhlet a été
beaucoup utilisée pour I'extraction des CO-HAPs dans les particules de I'air et les sols (Zhang et al.
2018a) (Tableau 7). Le solvant le plus courant pour I'extraction des CO-HAPs est le dichlorométhane ;
cependant, le méthanol (Cochran et al. 2012) ou un mélange hexane/ acétone (Lundstedt et al. 2006)
ont pu étre aussi utilisés. Par exemple, pour des échantillons de particules de I'air, I'extracteur de
Soxhlet a été utilisé pour I'extraction de quatorze CO-HAPs (MM 180 - 258 g/mol) a partir de filtres en

quartz avec le dichlorométhane pendant 24h (Andreou et Rapsomanikis 2009).
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Tableau 7 : Applications de I’extraction par Soxhlet pour I'analyse de CO-HAPs

Echantillon CO-HAPs Solvant Méthode de Références
d'extraction purification
Air et 4 CO-HAPs Hexane / SPE silice et (Lin et al. 2015; Li et al. 2014, 2015; Li
particules (MM 180 - acétone alumine et al. 2016; Zhuo et al. 2017b; Ding et
d'air 258 g/mol) al. 2012; S. Wei et al. 2014, 201; Chen
et al. 2016, 2017)
Air et 5 CO-HAPs DCM SPE silice et (Souza et al. 2014; Shen et al. 2011,
particules (MM 156 - alumine 2012, 2013, 2016; Zhang et al. 20183,
d'air 258 g/mol) 2018b, 2019; Li et al. 2018; Li et al.
2019; Kamiya et al. 2017; Jiang et al.
2018)
Particules 14 CO-HAPs DCM SPE silice (Andreou et Rapsomanikis 2009)
d'air (MM 180 -
258 g/mol)
Particules 13 CO-HAPs DCM et MeOH SPE (Cochran et al. 2012)
de diesel (MM 146 - aminopropyle
et fumée 384 g/mol)
de bois
Sol 8 CO-HAPs Hexane / SPE silice et (Lundstedt et al. 2006, 2014)
(MM 132 - acétone Na,SO4
258 g/mol)

En dépit de son efficacité, le grand inconvénient de I'extraction par Soxhlet reste le grand volume de

solvant consommé (pouvant varier entre 40 et 100 mL par échantillon), et le temps d’extraction

pouvant étre relativement long (de 8 a 24 heures). Des techniques d’extraction plus rapides et

nécessitant des quantités de solvant plus faibles, telle que I’extraction par solvant pressurisé, sont de

plus en plus utilisées (Walgraeve et al. 2010).
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1.3.1.2. Extraction par liquide pressurisé (PLE)

L’extraction par solvant pressurisé (PLE, Pressurized Liquid Extraction) implique I'utilisation de solvants
a température et pression élevées, ce qui améliore les performances d'extraction par rapport aux
techniques réalisées a température ambiante et a pression atmosphérique (Mustafa et Turner 2011).
L'utilisation d'une température et d’une pression élevée permet d’augmenter la cinétique d’extraction
tout en maintenant le solvant a I'état liquide. Cette technique a été introduite pour la premiére fois
par la société Dionex (Dionex, Voisins-le Bretonneux, France) en 1995 a la conférence « pittcon » sous

le nom d’extraction accélérée par solvant (Accelerated Solvent Extraction, ASE®).

La PLE est actuellement la technique la plus utilisée pour I'analyse des CO-HAPs dans les échantillons
solides (sols, matieres végétales, sédiments) et ceux enrichis en phase solide (filtres et mousses en
polyuréthane) (Bandowe et Wilcke 2010a; Bandowe et al. 2014b; Tomaz et al. 2016; Keyte et al. 2016;
Manzano et al. 2013) (Tableau 8). La PLE est devenue une meilleure alternative aux méthodes
d'extraction par Soxhlet (Lundstedt et al. 2006). Les solvants d'extraction sont le dichlorométhane, le
toluéene, [I'acétone ainsi que des mélanges de solvants (dichlorométhane/acetone,
cyclohexane/dichlorométhane, n-hexane/acétone) pour des températures situées entre 50 et 200 °C

et des pressions variant de 0,3 a 21 MPa.
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Tableau 8 : Applications de I'extraction par liquide pressurisé (PLE) a I'extraction des CO-HAPs

) Solvant Méthode de .
Echantillon CO-HAPs* . . Référence
d'extraction purification
8 CO-HAPs (MM 132 - 208 . .
| DCM SPE silice (Bandowe et Wilcke 2010a)
Air et particules g/mol)
d'air 32 CO-HAPs (MM 132 - .y SPE silice puis (Albinet et al. 2006, 2007, 2008; Ringuet et al. 2012b, 20123;
258 g/mol) alumine Tomaz et al. 2016, 2017; Keyte et al. 2016; Nalin et al. 2016)
. . 12 CO-HAPs (MM 156 - L
Particules d'air DCM Sans purification ~ (Walgraeve et al. 2015)
258 g/mol)
Poussieres urbaines, 24 CO-HAPs (MM 180 - . ,
. . DCM SPE silice (Layshock et al. 2010; O’Connell et al. 2013)
extraits de diesel 258 g/mol)
. i 13 CO-HAPs (MM 180 - .
Particules de diesel DCM SPE alumine (Layshock et al. 2010; O’Connell et al. 2013)
258 g/mol)
Air et particules 11 CO-HAPs (MM 132 - DCM et .
] ] SPE silice (Alves et al. 2017)
d'air 258 g/mol) acétone
Poussiéres urbaines, 4 CO-HAPs (MM 204 - 258 . .
] ] Toluéne SPE silice (Ahmed et al. 2015a, 2015b)
particules de diesel  g/mol)
] . 3 CO-HAPs (MM 204 - 258 DCM et , o
Particules d'air . SPE Alumine (Di Filippo et al. 2015)
g/mol) acétone
Air et particules 15 CO-HAPs (MM 132 - . .
V. DCM Sans purification ~ (Bandowe et al. 2014b; Wei et al. 2015)
d'air 258 g/mol)
. L 11 CO-HAPs (MM 156 - Acétate . .
Particules d'air L Filtration (Walgraeve et al. 2012)
258 g/mol) d'éthyle
. . 4 CO-HAPs (MM 180 - 208 . L
Particules de diesel Jmol) DCM SPE aminopropyle (Cochran et Kubatova 2015)
g/mo
9 CO-HAPs (MM 180 - 258 DCM / B ,
Sol , SPE silice (Obrist et al. 2015)
g/mol) acétone
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15 CO-HAPs (MM 132 - DCM puis SPE silice (Bandowe et al. 2010a, 2010b, 2011, 2018, 2019; Lundstedt et
ili
258 g/mol) acétone/DCM al. 2014)
13 CO-HAPs (MM 180 - **SEC puis SPE ,
DCM . (Layshock et al. 2010; O’Connell et al. 2013)
258 g/mol) alumine
L. 8 CO-HAPs (MM 180 - 258 . .
Sédiments DCM SPE Silice (Witter et Nguyen 2016)
g/mol)
4 CO-HAPs (MM 180 -258 DCM/ SPE silice puis )
, ) (Qiao et al. 2013, 2014b)
g/mol) acétone alumine
Plante (Taxus 12 CO-HAPs (MM 156 - .
DCM SPE Florisil (Walgraeve et al. 2017)
baccata) 258 g/mol)
] ] 15 CO-HAPs (MM 132 - o
Poissons ghanéens DCM Sans purification (Bandowe et al. 2014a)
258 g/mol)
. 9 CO-HAPs (MM 132 - 208 . .
Poissons DCM SPE silice (Jafarabadi et al. 2019)
g/mol)
. 5 CO-HAPs (MM 180 - 258 Hexane/ . ]
Tissus de moules ) SPE silice (De Witte et al. 2019)
g/mol) acétone
] 13 CO-HAPs (MM 180 - **SEC puis SPE
Tissus de moules DCM (Layshock et al. 2010)

258 g/mol)

silice

*nombre incluant des Hydrocarbures Aromatiques carbonylés possédant un seul cycle aromatique

**SEC: Chromatographie d'exclusion stérique
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Walgaeve et al. ont utilisé la PLE pour extraire un ensemble de douze CO-HAPs dans les particules d’air
(dont 4 quinones, 3 cétones, 4 aldéhydes et une anhydride) en utilisant le dichlorométhane comme
solvant d'extraction. Des conditions optimales d’extraction ont été obtenues pour une température de
150°C et une pression de 14 MPa. Les taux de récupération étaient pour la plupart supérieurs a 74 %

excepté pour I'anhydride 1,8-naphtalique (14%) (Walgraeve et al. 2015).

Lundstedt et al. ont développé une méthode PLE concernant huit CO-HAPs (1-indanone, 9-fluorénone,
anthracéne-9,10-dione, naphtacéne-5,12-dione, ...) dans des échantillons de sols. Cing solvants sont
évalués (n-pentane, n-hexane, n-hexane/dichlorométhane, dichlorométhane et
cyclohexane/dichlorométhane) a deux températures, 100 et 150°C et a une pression de 14 MPa. La
méthode optimale repose sur l'utilisation d’'un mélange cyclohexane/dichlorométhane (1/3, v/v) a
150°C. Les taux de récupération des CO-HAPs étaient pour la plupart supérieurs a 90 % excepté pour

la 1-indanone (47%) (Lundstedt et al. 2006, 2014).

Bandowe et al. ont utilisé la PLE pour extraire un ensemble de quinze CO-HAPs (dont 6 quinones, 6
cétones, 2 aldéhydes et une anhydride). La méthode a été appliquée a I'extraction de particules de I'air
(Bandowe, et al. 2014b), de différents types de sol (Bandowe et Wilcke 2010a) et pour des poissons
(Bandowe et al. 2014a) en utilisant le dichlorométhane comme solvant d'extraction a 14 MPa et 120

°C.

Du fait des températures et pressions élevées, la PLE nécessite d’investir dans un systeme hermétique
spécifique. Les possibilités de dégradation chimique des CO-HAPs ne sont pas totalement a exclure du
fait notamment de l'utilisation de températures assez élevées. Lintelmann et al. (Lintelmann et al.
2005) ont notamment signalé une dégradation chimique ou un réarrangement des CO-HAPs de type

quinones lors d’'une PLE réalisée a 100°C et 10,7 MPa pour des échantillons de particules de I'air.

1.3.1.3. Extraction assistée par les ultra-sons (UAE)

L’extraction assistée par les ultra-sons (UAE, Ultrasound Assisted Extraction) est une technique basée
sur l'utilisation de I'énergie produite par des ondes ultra-sonores (des fréquences généralement
autour de 20 kHz). Une agitation moléculaire est produite en créant des cycles de compression et
d’expansion du liquide (solvant) utilisé (Luque-Garcia 2003). L'utilisation des ondes ultra-sonores

aboutit a une augmentation ponctuelle de la pression et de la température dans le milieu ce qui
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améliore le contact entre le solvant et la matrice et facilite le transfert des composés ciblés depuis la

matrice vers le solvant d’extraction (Zuloaga et al. 2012).

Plusieurs matrices environnementales (air, particules d’air, sédiments, ...) ont été soumises a des UAE
afin d’y extraire des CO-HAPs. Le solvant le plus utilisé est le dichlorométhane (Tableau 9). Fujiwara et
al. (Fujiwara et al. 2014) ont réalisé I'extraction de 3 CO-HAPs (2-fluorénecarboxaldéhyde, 5,12-
naphtacenequinone, 9,10-anthracénequinone) dans les particules de I'air par UAE en utilisant une
température de 40°C pendant 30 min. Six solvants et mélanges de solvants ont été évalués (méthanol ;
dichlorométhane;  méthanol/acétone (v/v, 1/1); méthanol/ toluéne (v/v, 4/6);
méthanol/toluéne/acétone (v/v/v, 1/1/1); méthanol/chloroforme (v/v, 1/1)) ; les meilleurs
rendements d’extraction ont été obtenus par utilisation du dichlorométhane. Treize CO-HAPs (MM
146 — 384 g/mol) ont été, pour leur part, déterminés par Totlandsdal et al. (Totlandsdal et al. 2014)
dans des particules issues d’émissions de moteur diesel et de fumée de bois par UAE avec du méthanol

pendant 30 min a température ambiante.

De méme, I"'UAE a été utilisée pour extraire les CO-HAPs issus de matrices alimentaires. L’extraction
par UAE de cing CO-HAPs (MM 180 — 270 g/mol) a partir de youtiao (pain frit traditionnel chinois) est
réalisée au moyen de n-hexane pendant une heure (Li et al. 2016) tandis que celle de la 9,10-
anthraquinone a partir d’échantillons de thé est réalisée avec un mélange n-hexane/acétone (v/v, 8/2)

pendant 10 minutes (Wang et al. 2018).

Les auteurs ayant utilisé 'UAE afin d’y extraire les CO-HAPs (Keyte et al. 2016; Santos et al. 2018)
justifient leur choix par le fait que cette méthodologie permet d’optimiser la durée d’extraction et
d’obtenir de treés bons rendements de récupération en fonction du choix de solvant réalisé. De plus,
elle nécessite une verrerie abordable pour tout laboratoire sans pour autant employer une trés haute

température ce qui est convenable pour les CO-HAPs qui sont thermolabiles.
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Tableau 9 : Applications de I’Extraction assistée par les ultra-sons (UAE) a I’extraction des CO-HAPs

Solvant
Echantillon CO-HAPs , . Méthode de purification Référence
d'extraction

Particules d'airet 4 CO-HAPs (MM 158 - 208 g/mol) +

s . ACN / DCM Sans purification (Santos et al. 2016; Santos et al. 2018)
sédiments 1,4-Benzoquinone
Air et particul 29 CO-HAPs (MM 158 - 282 g/mol) et 1/SPE Na»SO4 (Keyte, Albinet, et Harrison 2016;
ir et particules
d'ai P 2,6-Di-tert-butyl-1,4-benzoquinone, DCM 2/SPE Na,SO4 puis SPE- Delgado-Saborit et al. 2013; Alam et al.
air
phtaldialdéhydes aminopropyl 2015)
Particules d'air 3 CO-HAPs (MM 194 - 258 g/mol) DCM Sans purification (Fujiwara et al. 2014)
. V. - ) (Huang et al. 2014; Wei et al. 2012;
Particules d'air 5 CO-HAPs (MM 156 - 258 g/mol) DCM SPE silice alumine .
Karavalakis et al. 2010)
Particules d'air 28 CO-HAPs (MM 158 - 308 g/mol) DCM SPE silice (Kojima et al. 2010b; Kamiya et al. 2017)
Particules d'air 6 CO-HAPs (MM 156 - 258 g/mol) DCM / n-hexane SPE florisil (Li et al. 2018; Guan et al. 2017)
Particules d'air 9,10-phénanthrenequinone MeOH Sans purification (Kishikawa et al. 2011, 2004)
Particules de 13 CO-HAPs (MM 146 — 384 g/mol) MeOH SPE aminopropyl (Totlandsdal et al. 2014)
diesel et fumée
de bois 12 CO-HAPs (MM 208 — 282 g/mol) MeOH / toluéne Sans purification (Lintelmann et al. 2005)
7 CO-HAPs (MM 158 — 232 g/mol) et
. . ) ] Hexane / DCM et o
Particules d'air 4-benzoquinone, méthyl-1,4- MeOH Sans purification (Jakober et al. 2007)
e
benzoquinone
Particules d'air 3 CO-HAPs (MM 158 — 254 g/mol) n-hexane LLE eau (Nyiri et al. 2016)
Pain frit (youtiao) 5 CO-HAPs (MM 180 — 270 g/mol) n-hexane LLE ACN / acétone (Li et al. 2016)
Thé 9,10-anthraquinone n-hexane/acétone  SPE florisil (Wang et al. 2018)
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1.3.1.4. Extraction assistée par les micro-ondes (MAE)

L'extraction assistée par les micro-ondes (MAE, Microwave Assisted Extraction) est une méthode
d’extraction solide-liquide, qui consiste a extraire des molécules cibles au moyen d’un rayonnement
électromagnétique (dont les fréquences varient de 300 MHz a 300 GHz) provoquant un effet chauffant
du solvant. L’échantillon, placé dans le solvant d’extraction, est soumis a I'énergie des micro-ondes
comme source de chauffage. L'utilisation des micro-ondes induit une augmentation rapide de Ila
température du solvant d’extraction et garantit une diffusion de la chaleur de fagon homogene dans

le milieu (solvant-matrice), ce qui favorise le transfert des analytes dans le solvant.

LA MAE a été appliquée a I'extraction de 4 CO-HAPs (9-fluorénone, 9,10-anthraquinone, benzanthrone
et 1,2-benzanthraquinone) dans l'air, les particules d’air et le sol en utilisant un mélange
d’hexane/acétone (1/1, v/v) pour I'extraction (Tableau 10). La combinaison d’un solvant avec une
faible constante diélectrique (€ nexane = 1,88) et un co-solvant polaire (€ acstone = 20,7 ) est fréquemment

utilisée en MAE (Serrano et Gallego 2006).

Une étude comparative entre deux méthodologies UAE et MAE a été réalisée par Fujiwara et al.
(Fujiwara et al. 2014) dans le cadre de I'analyse de trois CO-HAPs (2-fluorénecarboxaldéhyde, 5,12-
naphtacenequinone, 9,10-anthraquinone) dans des écorces d'arbres. Différents solvants et mélanges
de solvants ont été évalués afin de déterminer le solvant(s) proposant les meilleurs rendements
d’extraction. Cette étude a mis en évidence que la meilleure technique d’extraction pour les écorces

d'arbres est la MAE en utilisant un mélange méthanol/toluéne (2/3, v/v).

L’application de la MAE avec des mélanges de solvants permet d’améliorer et d’accélérer I'extraction
et la libération des CO-HAPs de la matrice solide. Un des inconvénients de cette technique c’est qu’elle
est limitée a I'utilisation de solvants qui absorbent les rayonnements électromagnétiques dans le
domaine des micro-ondes (solvants polaires). De plus, I'utilisation de températures élevées (ex : 110°C)

peut étre une source de dégradation thermique des composés thermolabiles tels que les CO-HAPs.



Chapitre 1. Synthese Bibliographique

Tableau 10 : Applications de I'extraction assistée par micro-ondes (MAE) a I'extraction des CO-HAPs

Solvant Méthode de
Echantillons = CO-HAPs Référence
d'extraction purification

(Shen et al. 2012, 2013, 2011; Chen

Air et 4 CO-HAPs et al. 2016, 2017; Sun et al. 2017; Li
Hexane / SPE silice et

particules (MM 180 - et al. 2014, 2015; Li et al. 2016;
acétone alumine

d'air 258 g/mol) Wei et al. 2014; Zhuo et al. 2017b;

Ding et al. 2012)

5 CO-HAPs
Hexane / SPE silice et
Sols (MM 180 - (Cai et al. 2017)
acétone alumine
258 g/mol)
3 CO-HAPs
Ecorces MeOH / Sans
(MM 194 - (Fujiwara et al. 2014)
d'arbres toluene purification
258 g/mol)
4 CO-HAPs
Sédiments (MM 158- ACN/DCM Filtration (Berger-Brito et al. 2018)
208 g/mol)
1.3.1.5. Extraction par méthode QUEChERS « Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged
and Safe »

Le terme QUEChERS est un acronyme pour « Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe ». La
méthode se veut donc rapide, facile, bon marché, efficace, robuste et fiable (Poncelet et al. 2016). Ce
type d’extraction a été initialement développé pour la détermination de pesticides a I'état de traces
dans les fruits et légumes par Anastassiades et al. (Anastassiades et al. 2003). Le procédé d’extraction

mis en jeu comporte deux étapes :

» Une premiére étape d’extraction consiste en I’ajout a I’échantillon d’un solvant organique (souvent
I’acétonitrile ou I'acétate d’éthyle) et d'un mélange de sels. Le mélange de sels sert a capter toute
I'eau issue de I’échantillon. Les composés d’'intérét sont susceptibles d’étre transférés
favorablement dans le solvant organique (asséché par I'ajout des sels). Les sels les plus utilisés sont

le sulfate de magnésium (MgSQa4), le chlorure de sodium (NaCl), le citrate trisodique dihydraté
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(TSCD, trisodium citrate dihydrate), I'hydrogénocitrate disodique sesquihydraté (DHS, disodium

hydrogen citrate sesquihydrate) et I’acétate de sodium (NaOAc).

Une deuxieme étape de purification de la phase organique est nécessaire aprés extraction. Elle est
souvent menée par Extraction en Phase Solide dispersive (dSPE, dispersive Solid-Phase Extraction)
qui consiste en I'élimination d’impuretés présentes dans la phase organique. Cette élimination est
réalisée par ajouts soit (i) d’adsorbants contenant des fonctions amines primaires et secondaires
(Primary Secondary Amine, PSA) ou du carbone sous forme de graphite (Graphitized Carbon Black,

GCB) ou (ii) des particules rétentives de type C18 (Figure 16).

- Les amines primaires et secondaires (PSA) peuvent interagir par liaison hydrogéne avec
certains composés chimiques comme les acides gras, les acides organiques, les sucres et

pigments et provoquer ainsi leur élimination.

- Le carbone sous forme de graphite utilisé par dSPE (GCB) est une phase macroporeuse
composée de feuillets de carbone qui ont une forte affinité pour de nombreuses molécules
planaires. Elle peut éliminer efficacement certains pigments (ex : chlorophylle, caroténoides)
ainsi que des stérols couramment présents dans des aliments (Diehl 2007). Cependant, cette

phase est susceptible de retenir les CO-HAPs (Albinet et al. 2014).

- Les particules de phase inverse (C18), utilisées dans de tres nombreuses applications

chromatographiques, peuvent permettre [I'élimination par partage de substances

interférentes apolaires comme les lipides.

Phase de type PSA Phase de type GCB Phase de type C18

Figure 16 : Formules chimiques des adsorbants ou phases rétentives les plus utilisés en dSPE aprés

méthodologie QUEChERS
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L’étape de purification qui suit une méthodologie d’extraction QUEChERS n’est pas obligatoirement
effectuée par dSPE, d’autres techniques de purifications (ex : SPE) peuvent étre utilisées et seront vues

en partie 1.3.2. de ce manuscrit.

La méthodologie d’extraction QUEChERS a été récemment employée pour la détermination de CO-
HAPs dans des échantillons atmosphériques (air et particules d’air) (Tableau 11). Ces travaux
initialement menés par Albinet et al. y ont permis I'identification et la quantification de 32 CO-HAPs.
L’extrait contenant les CO-HAPs est obtenu par ajout d’acétonitrile puis purifié par SPE contenant du

gel de silice (Albinet et al. 2013, 2014; Tomaz et al. 2016, 2017; Keyte et al. 2016; Nalin et al. 2016).

La méthodologie d’extraction QUEChERS est assez simple et rapide a mettre en ceuvre (environ 10
minutes pour extraire un échantillon). Elle nécessite une quantité relativement réduite de solvant
(entre 2,5 et 20 mL selon les échantillons testés) et est actuellement de plus en plus utilisée pour

I’extraction de composés volatils ou semi-volatils dans les fruits et légumes.

Tableau 11 : Applications de la méthodologie QUEChERS a I'extraction des CO-HAPs

Echantillon CO-HAPs Solvant Méthode de Référence

d'extraction purification

Particules 32 CO-HAPs ACN SPE silice (Albinet et al. 2013, 2014; Tomaz et
d'air (MM 132 - al. 2016; Keyte et al. 2016; Nalin et
258 g/mol) al. 2016; Srivastava et al. 20183,

2018b; Shahpoury et al. 2018)

1.3.1.6. Micro-extraction en phase solide (SPME)

La micro-extraction en phase solide (SPME) est une technique d’extraction spécifique a I'analyse de
composés volatils. Développée par Arthur et Pawliszyn (Arthur et Pawliszyn, 1990) au début des
années 1990, elle consiste en I'extraction de composés volatils au moyen d’une fibre recouverte d’'un
support adsorbant. La fibre est placée soit en immersion dans I'échantillon (DI-SPME, Direct

Immersion-Solid Phase Microextraction) ou par exposition dans I’espace libre ou espace de téte au-
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dessus de I’échantillon (HS-SPME, Headspace-Solid Phase Microextraction). La récupération des
composés retenus sur la fibre est opérée par désorption thermique (augmentation de température)
ou mécanique (flux du gaz vecteur) dans I'injecteur du systéme d’analyse qui est la plupart du temps

un Chromatographe en Phase Gazeuse.

La DI-SPME a été utilisée par Dos Santos et al. (Dos Santos et al. 2019) pour extraire quatre CO-HAPs
(9,10-anthraquinone, 2-méthylanthraquinone, 5,12-napthacénequinone, et 9-fluorénone) issus
d’échantillons de mouture de café. Les CO-HAPs ont été extraits par immersion directe pendant 45
min a 70 °C en utilisant une fibre recouverte d’un film de type Polydiméthylsiloxane/Divinylbenzéne
(PDMS/DVB) de 85 um d’épaisseur. Aprés extraction, la fibre est placée dans I'injecteur d’un
chromatographe en phase gazeuse a 270 ° C pour y réaliser la désorption des analytes (Dos Santos et
al. 2019). De plus, la présence de deux CO-HAPs (9,10-anthraquinone et 9-fluorénone) a été aussi
recherchée par Tillner et al. (Tillner et al. 2013) dans des échantillons d’eau. Ces deux CO-HAPs ont été
extraits par immersion directe dans I'eau (DI-SPME) pendant 20 min a 60 °C en utilisant, dans ce cas
de figure, une fibre recouverte d’un film de polyacrylate (PA) de 85 um d’épaisseur. Aprés extraction,
7 minutes de désorption de la fibre ont été nécessaires pour libérer le contenu adsorbé dans l'injecteur
d’un chromatographe en phase gazeuse au moyen d’'une augmentation de température de 140 a 290

°C (600 °C/min) puis d’une température de 290 °C maintenue pendant 13 minutes.

1.3.1.7. Micro-extraction en phase liquide (LPME)

L'extraction liquide-liquide classique utilise de grandes quantités de solvants organiques et peut étre
longue et laborieuse a réaliser. Pour remédier a ces inconvénients, des techniques de microextraction
en phase liquide (LPME, Liquid-Phase MicroExtraction) ont été développées. La microextraction en
phase liquide consiste en l'utilisation d’un volume réduit de solvant d’extraction (quelques pL) par
rapport au volume de I’échantillon liquide. Les techniques de LPME ont évoluées au fil des ans; la
microextraction peut notamment étre menée au moyen d’une goutte de solvant (SDME) ou de fagon

dispersive en phase liquide-liquide (DLLME).
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1.3.1.7.1. Microextraction sur une goutte (SDME)

La micro-extraction sur une goutte (SDME, Single Drop Micro-Extraction) a été la premiére application
d'un procédé d'extraction liquide-liquide miniaturisé a base de solvant pour les analytes issus
d’échantillons aqueux et gazeux. La SDME est basée sur le transfert des analytes vers une goutte (de
I'ordre de 1 a 8 uL) de solvant organique maintenue a I'extrémité de I'aiguille d’une seringue immergée

dans I'’échantillon (généralement une solution aqueuse) (Tang et al. 2018).

La SDME est utilisée pour extraire la 1,4-benzoquinone et quatre CO-HAPs (1,2-naphtoquinone, 1,4-
naphtoquinone, 9,10-phénanthraquinone et 9,10-anthraquinone) a partir d’échantillons d'eaux de
surface et d'eaux souterraines. L’extraction est effectuée au moyen d’une goutte de toluene (1 L)
dans 10 mL d’échantillon d’eau avec une agitation de 200 rpm pendant 30 minutes. La goutte est, par

la suite, directement injectée en GC-MS (Santos et al. 2017).

La SDME est une technique d’extraction peu onéreuse car elle ne nécessite qu’une microseringue.
Cependant, elle posséde quelgues inconvénients, dont les plus importants sont I'instabilité de la goutte

d’extraction et le possible manque de reproductibilité.

1.3.1.7.2. Microextraction dispersive liquide-liquide (DLLME)

La microextraction dispersive liquide-liquide (DLLME, dispersive liquid - liquid microextraction) est une
méthode relativement récente d’extraction liquide-liquide et de pré-concentration basée sur
I'utilisation d’'un mélange de solvant: un solvant d'extraction et un solvant dispersant polaire
(principalement I'acétone, I’éthanol, le méthanol et I'acétonitrile). Un volume de quelques millilitres
d’échantillon aqueux est extrait au moyen de quelques dizaines de microlitres d’un solvant organique
non miscible a I'eau et possédant une plus faible ou plus forte densité. L’ajout concomitant de quelques
centaines de microlitres d’un solvant dispersant polaire miscible a I’eau provoque la formation de fines
gouttelettes de solvant d'extraction dispersées entierement dans I’échantillon aqueux. Par agitation,
la grande surface entre les fines gouttelettes et la phase aqueuse facilite le transfert rapide des
analytes de la solution de I'échantillon dans les gouttelettes de solvant organique non miscible. Apres
centrifugation, la goutte d'extrait située au-dessus ou en-dessous de la phase aqueuse peut étre
récupérée au moyen d’une seringue pour injection directe dans un chromatographe. Afin d’améliorer
le rendement de récupération, la goutte d’extrait peut aussi étre solidifiée par refroidissement dans
un bain de glace. Cette derniere fagon d’opérer nommée « SFO » (SFO, solidification of a floating

organic drop) initiée par Leong et Huang (Leong et Huang 2008) conduit a la récupération de la goutte
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solidifiée dans un tube a essai; aprés fusion, cette goutte est soit injectée directement dans un

systeme d’analyse ou diluée avec un solvant avant analyse (Leong et Huang 2008; Vifnas et al. 2015).

La DLLME en utilisant le procédé SFO a été utilisée par Guifiez et al. (Guifiez et al. 2018a, 2018b) pour
extraire trois CO-HAPs (5,12-naphtacenedione, 9,10-anthraquinone et 2-fluorénecarboxaldéhyde)
dans I'eau potable et I'eau issue d’un lac. Un volume de 10 mL d’eau a été extrait en utilisant 50 puL de
dodécanol (solvant non miscible) et 125 pL de méthanol (solvant miscible dispersant). Apres
centrifugation a 3000 rpm pendant 10 min, la goutte organique flottante (faible densité du solvant
d'extraction) est récupérée et transférée dans I'acétonitrile pour une analyse en chromatographie en

phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS).

Les avantages de la DLLME sont la simplicité de fonctionnement, la rapidité, le faible volume
d'échantillon, le faible co(t et le facteur d'enrichissement élevé. Toutefois, les principales limites de
cette technique sont liées au choix du solvant approprié, car il doit avoir un point de fusion proche de
la température ambiante (de I'ordre de 10 a 30°C), une faible solubilité dans I'eau et la capacité de
solidification dans un bain de glace (Hashemi et al. 2017). Cette technique n’est aussi adaptée qu’aux

échantillons liquides et totalement aqueux.

1.3.2. Purification

Lors d’'une détermination de composés chimiques a I'état de traces dans des échantillons alimentaires
ou issus de I'environnement, |'étape de purification joue un réle trés important dans le processus
analytique. En effet, I'extraction peut induire une récupération de centaines de composés non désirés
et provenant de la matrice qui peuvent interférer lors de I’analyse avec les composés d’intérét. Les CO-
HAPs, visés dans ce travail, sont présents a des concentrations bien inférieures a celle de possibles
interférents matriciels. Une étape de purification est, par conséquent, souvent nécessaire avant
I'analyse instrumentale. Trois méthodologies principales de purification ont été utilisées pour des
extraits contenant des CO-HAPs : I'extraction en phase solide (SPE), I'extraction en phase solide

dispersive (dSPE) et la chromatographie d’exclusion stérique (SEC).
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1.3.2.1. Extraction en phase solide (SPE)

L’extraction en phase solide (SPE, Solide Phase Extraction) est utilisée pour I'extraction d’échantillons
liquides ou la purification d’extraits liquides ; selon le support solide utilisé, elle peut étre basée sur le
principe d’une chromatographie d’adsorption, de partage ou encore d’échange d’ions. Le processus
de séparation par SPE repose sur les interactions entre une phase solide contenue dans une cartouche
et I'’échantillon liquide contenant les composés a extraire. Cette technique consiste a faire percoler
I’échantillon a travers la cartouche. Selon I'affinité des composés pour la phase stationnaire solide,
cette derniére retiendra soit les composés d’intérét soit les interférents de I’échantillon introduit. Dans
le cas d’une rétention par la phase solide des composés d’intérét, les interférents sont éliminés aprés
une premiere élution; un solvant sera alors choisi pour récupérer un extrait purifié aprés une

deuxieme élution.

La SPE a été tres largement utilisée pour la purification de CO-HAPs aprés une extraction par solvant
organique. Cinqg types de supports solides sont majoritairement utilisés pour la purification des CO-
HAPs par SPE : la silice, 'alumine, ou des mélanges silice/alumine, ou encore des supports de type

aminopropyl ou Florisil® (Tableau 12).

- Les supports a base de silice ou d’alumine permettent d’éliminer par adsorption tous les
composés polaires co-extraits avec les CO-HAPs, alors que ces derniers sont récupérés par

élution.

- Le support Florisil® est une phase polaire constituée d'oxydes de silicium (silice, 85 %) et de
magnésium (15 %) (Figure 17). Il permet I'extraction des CO-HAPs a partir de matrices
organiques (ou solvant apolaire) en utilisant un solvant polaire (ex : méthanol) (Guan et al.

2017).

- Le support aminopropyl est une phase polaire constituée de silice modifiée au moyen de
groupements fonctionnels aminopropyl (Figure 17). Il permet de retenir par adsorption les CO-
HAPs, et ils sont récupérés par élution avec un solvant polaire (ex : méthanol) (Cochran et al.

2012).
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Figure 17 : Formules chimiques des supports de type aminopropyl et florisil® utilisés en SPE

La SPE peut étre utilisée directement comme technique d'extraction dans le cas d’échantillons liquides.
Qiao et al. (Qiao et al. 2013, 2014b, 2014a) ont utilisé la SPE pour rechercher 4 CO-HAPs (MM 180 -
258 g/mol) dans des échantillons d’eaux usées a l'aide d’un support solide de type « silice greffée en
C18 ». Sur ce type de support C18, les CO-HAPs, plutét hydrophobes, sont retenus par partage alors
que les substances les plus hydrophiles sont éliminées par élution. Les CO-HAPs sont récupérés par

élution au moyen de dichlorométhane et d’hexane.

Tableau 12 : Applications de la SPE pour I'extraction des CO-HAPs issus d’échantillons liquides

Echantillon CO-HAPs Solvant Support Référence
d'extraction d’extraction
Eaux usées 4 CO-HAPs (MM 180 DCM, Hexane C18 (Qiao et al. 2014b, 2013,
- 258 g/mol) 20144, 2016, 2017, 2018,

2019; Cao et al. 2018)

Eau de mer 9,10- anthraquinone  Acétone et DCM C18 (Kurihara et al. 2005)

1.3.2.2. Chromatographie d’exclusion stérique (SEC)

La chromatographie d'exclusion stérique (SEC) permet la séparation des molécules en fonction de leur
taille ou plus exactement en fonction du volume qu’elles occupent. Elle est largement employée
comme moyen de purification suite a une procédure d’extraction par solvant. La SEC utilise une phase
mobile liquide et une phase stationnaire qui correspond a un matériau poreux. Les composés de
I’échantillon liquide sont séparés en fonction de leur volume hydrodynamique et de la taille des pores

de la phase stationnaire. Les molécules dont le diametre est supérieur au diamétre des pores de la
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phase stationnaire ne circulent que dans I'espace extra-granulaire et sont éluées en premier. Les
molécules dont le diamétre est plus petit que les pores de la phase stationnaires circulent dans I’espace

inter- et intra-granulaire et leur trajet dans la colonne est plus long.

En ce qui concerne les CO-HAPs, la SEC a été notamment appliquée pour la purification d’extraits
obtenus par PLE et issus d’échantillons de sédiments et de tissus de moules (Layshock et al. 2010). Les
CO-HAPs sont récupérés par élution au moyen de dichlorométhane sur deux colonnes Environgel™ en
séquence. La SEC est particulierement utilisée pour éliminer les macromolécules (masses moléculaires

entre 600 et 1500 g/mol) comme les lipides contenus dans les tissus de moules (Ballesteros, 2006).

1.3.3. Procédures de concentration de I'extrait liquide

Les étapes d’extraction et/ou de purification conduisent a I'obtention d’un extrait liquide ou les
composés recherchés sont dilués. Afin de rechercher par la suite ces composés a I'état de traces, tels
gue les CO-HAPs, il est nécessaire de mener une procédure de concentration de I'extrait pour accéder
a la sensibilité souhaitée lors de I'analyse instrumentale (GC-MS ou LC-MS). Les techniques de
concentration couramment utilisées pour I'analyse de polluants a I’état de traces sont généralement :
la concentration sous flux gazeux ou la concentration au moyen d’un évaporateur utilisant une

pression réduite, un systéme de chauffe et/ou un systéme de centrifugation.

1.3.3.1. Concentration sous flux gazeux

La concentration sous flux gazeux utilise un gaz inerte tel que I'azote ou I'argon. Un flux de gaz est
pulsé sur la surface de I’échantillon a travers une ou plusieurs aiguilles. Ce processus modifie I’équilibre
entre les phases gazeuse et liquide pour favoriser la phase gazeuse. Cette technique est
particulierement intéressante du fait de la simplicité de ['équipement nécessaire. Elle est
particulierement adaptée a l|'évaporation de petits volumes de solvants volatils. Cependant,
I’évaporation peut prendre beaucoup de temps pour les solvants dont le point d’ébullition est élevé.
Des pertes en composés les plus volatils peuvent éventuellement avoir lieu. La concentration
s’effectue généralement avec un flux léger et régulier pour éviter des pertes par projections (Chang et

al. 2001).

Page | 60



Chapitre 1. Synthese Bibliographique

La concentration sous flux d’azote a été utilisée pour la détermination de CO-HAPs suite a une étape
de purification par SPE, pour évaporer un volume (9 mL) de solvant organique tel que le
dichlorométhane et le pentane (évaporation a sec) (Ringuet et al. 2012b; Albinet et al. 2014). Cette
technique a été aussi utilisée pour réduire le volume d’extrait dans le dichlorométhane (40 mL) d’un

facteur 40 (un volume final de 1 mL) avant de procéder a I’étape de purification (Guan et al. 2017).

1.3.3.2. Concentration par évaporateur

Les évaporateurs utilisés pour la réduction d’extraits liquides sont des appareils constitués d’une
enceinte fermée dans laquelle deux compartiments vont exister : un compartiment ou I'extrait liquide
est placé et un autre compartiment ou le solvant évaporé est recueilli. L'évaporation est réalisée par
action sur la pression en la réduisant pour augmenter la volatilité du solvant ou encore sur la
température en I'augmentant pour accélérer |’évaporation du solvant. Un mouvement de rotation plus

ou moins important est généralement appliqué pour augmenter la surface d’évaporation.

L'évaporateur le plus classique est « I'évaporateur rotatif de laboratoire » équipé d’un réfrigérant, d'un
premier ballon pouvant étre mis en rotation contenant I'extrait, d’'un deuxieme ballon susceptible
d’accueillir le condensat, d’un raccordement a une pompe a vide et d'un bain-marie pour
éventuellement réaliser un chauffage. Ce type d’évaporateur a été notamment utilisé pour réduire des
extraits contenant des CO-HAPs obtenus a partir de MAE (Zhuo et al. 20173a; Li et al. 2015) ou
d’extraction par Soxhlet (Zhang et al. 2018b). L’évaporateur rotatif a été utilisé suite a une étape de
purification pour réduire le volume de solvants volatils tels que le dichlorométhane (concentration
jusqu’a 1 mL) a30°C (Zhang et al. 2018b; Jiang et al. 2018). L’évaporateur rotatif devient peu pertinent
lorsque des volumes inférieurs au millilitre doivent étre atteints ; les extraits au dichlorométhane sont
les plus souvent concentrés grace a cette technique du fait que la pression de vapeur de ce solvant est
trés élevée (Cheng 2003). Une utilisation combinée d’un évaporateur rotatif et d’'une concentration
sous flux d’azote peut étre employée pour la concentration d’extraits d’'OHAPs (Witter et Nguyen 2016;

Zhang et al. 2018b; Lintelmann et al. 2005) .
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1.3.4. Analyse séparative

Compte tenu de la complexité des matrices environnementales et alimentaires et des faibles quantités
recherchées en CO-HAPs, des techniques analytiques performantes sont nécessaires pour la
séparation, I'identification et la quantification des composés d’intérét présents dans les extraits. Seules
les techniques instrumentales que sont la chromatographie en phase gazeuse (GC) ou la
chromatographie en phase liquide (LC) proposent des résolutions suffisantes pour séparer les CO-HAPs
issus d’échantillons environnementaux ou alimentaires. Ces systémes chromatographiques sont
généralement couplés avec la spectrométrie de masse (MS) afin de profiter de la sélectivité et de la

sensibilité de ce détecteur.

1.3.4.1. Chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse (GC, Gas Chromatography) est une technique de séparation des
composés volatils ou semi-volatils issus d’un extrait liquide ou gazeux. Selon leur volatilité et leur
affinité avec la phase stationnaire, ces composés sont plus ou moins entrainés par la phase mobile qui
est constituée d’'un gaz inerte de faible viscosité (azote, hydrogene ou hélium). En sortie de colonne
contenant la phase stationnaire les composés sont acheminés vers un détecteur. Un appareil de GC
est globalement constitué de trois éléments : un injecteur, une colonne installée dans un four et un

détecteur.

1.3.4.1.1. Injecteur d’un chromatographe en phase gazeuse

L'injecteur permet d’évaporer ou de transférer I'extrait et de I'introduire en téte de colonne via le flux
du gaz vecteur utilisé comme phase mobile. Les principaux modes d’injection en GC sont I'injection
avec/sans division (split/splitless), I'injection a température programmée (PTV) et I'injection « on-

column » :

- Linjection avec/sans division (split/splitless); elle permet de diviser le mélange
échantillon/gaz vecteur en deux fractions, une fraction de I’échantillon est introduite dans la
colonne. L’autre fraction est évacuée de I'appareil. Ce mode d’injection est appliqué pour les
échantillons concentrés pour éviter une saturation de la colonne.

L'injection « splitless » permet d’introduire la totalité de I’échantillon injecté dans la colonne.

Ce mode d’injection est souvent appliqué pour I'analyse de traces.
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a

- Linjection a température programmée (Programmed Temperature Vaporizing, PTV) ;
elle permet de réaliser un gradient de température au niveau de la chambre d’injection. Ce
mode d’injection est adapté pour I'analyse de composés thermolabiles qui risquent de se

dégrader a haute température.

- L'injection directe dans la colonne (on-column) : I’échantillon est injecté a froid directement
en téte de colonne sans étape de vaporisation. Ce mode d’injection est appliqué pour les
composés thermolabiles, mais ce mode d’injection est rarement utilisé pour les échantillons

environnementaux et les aliments pour éviter la saturation de la colonne.

Les CO-HAPs sont généralement présents en trés faibles quantités dans les échantillons
environnementaux et alimentaires. Les injections sont, par conséquent, quasi-systématiquement
réalisées sans division en mode « splitless ». Les volumes d’extrait liquide injectés sont de I'ordre du
microlitre (Qiao et al. 2017; Tomaz et al. 2017; Santos et al. 2018; Wang et al. 2018). L’injection a
température programmée (PTV) a également été appliquée pour I'analyse d’extraits issus de particules

d’air (Souza et al. 2014).

1.3.4.1.2. Colonnes et phases stationnaires d’un chromatographe en phase gazeuse

Il existe deux types de colonnes en GC, les colonnes remplies et les colonnes capillaires. Les colonnes
capillaires, proposant des longueurs entre 15 et 100 metres, sont quasiment tout le temps utilisées
pour la séparation des analytes compte tenu des résolutions obtenues. Leur diametre interne peut
étre entre 0,10 a 1 mm et la phase stationnaire (greffée sur les parois de la colonne) est d’épaisseur

entre 0,05 et 5 um.

La GC est la technique chromatographique la plus souvent utilisée pour séparer les CO-HAPs du fait de
leur importante volatilité (Cho et al. 2004). Les phases stationnaires utilisées sont généralement peu
polaires afin de permettre I'élution des CO-HAPs les plus lourds. Parmi les phases stationnaires peu
polaires celles le plus couramment rencontrées sont fabriquées a base de 5%-phényl/95%-
méthylpolysiloxane (vendues sous les dénominations DB-5ms, HP-5ms, ...). Les phases stationnaires
composées de polysiloxane offrent un faible bruit de fond méme lors de I'utilisation de températures
élevées (> 300 °C) pour séparer les CO-HAPs ayant des masses moléculaires élevées. La séparation de
certains isomeres de CO-HAPs peut s’avérer difficile avec une phase stationnaire de type DB-5ms ou

HP-5ms. Une colonne Rxi-PAH, dont la phase stationnaire est de polarité moyenne et contient de fortes
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teneurs en groupements phényle, a permis de résoudre quelques co-élutions entre isoméres de CO-

HAPs (Harrison et al. 2016; Alam et al. 2015; Keyte et al. 2016; Wang et al. 2011).

1.3.4.1.3. Spectromeétres de masse couplés a un chromatographe en phase gazeuse

L'étude de polluants a I'état de traces dans des matrices complexes (environnementales et
alimentaires) est la plupart du temps réalisée en utilisant une détection au moyen d’un spectrometre
de masse (MS). Ce dernier est quasi-universel pour les composés organiques, permet d’obtenir une
bonne sensibilité, spécificité et une information structurale pour les composés recherchés. La
spectrométrie de masse est une technique de détection et d'identification d’analytes par la mesure de
leur rapport masse/charge (m/z) aprés ionisation. Cette technique peut étre couplée avec les
méthodes séparatives de chromatographie en phase gazeuse ou liquide et permet de réaliser des

analyses qualitatives et quantitatives.

Suite a la séparation en GC, les composés élués sont tout d’abord ionisés dans une source sous vide
en utilisant principalement les modes d’ionisation électronique (Electron lonization, El) ou d’ionisation

chimique (Chemical lonization, Cl).

lonisation électronique (EI) : Pour l'ionisation électronique, les molécules sont ionisées au moyen d’un
faisceau d’électrons d’énergie fixée a 70 eV. Selon la structure chimique des composés, le faisceau

peut provoquer une fragmentation importante et riche en information structurale.

L'ionisation électronique est le mode d’ionisation le plus couramment utilisé pour la détection et la
guantification de CO-HAPs. Il a notamment été employé pour leur recherche dans des échantillons
d’air et de particules d’air (Santos et al. 2016; Delgado-Saborit et al. 2013; O’Connell et al. 2014; Kojima
et al. 2010b), des échantillons de sols (Obrist et al. 2015; Zhang et al. 2018a; Bandowe et al. 2010a,
2011), des échantillons d’eau (Qiao et al. 2014b; Tidwell et al. 2016) et dans les aliments (Jafarabadi et

al. 2019; Dos Santos et al. 2019; Wang et al. 2018; Hua et al. 2016).

lonisation chimique (Cl) : L'ionisation chimique est basée sur la réaction entre les analytes et un gaz
réactif (ex: méthane, isobutane, ammoniac) ou un liquide réactif (ex: méthanol, acétonitrile,
dichlorométhane) préalablement ionisé. La Cl permet d’avoir une ionisation assez douce, ce qui
conduit a la formation d’'un nombre restreint d’ions qui sont la plupart du temps caractéristiques de la
masse molaire de I'analyte mis en jeu. L'ionisation chimique peut étre effectuée en mode positif ou

négatif. Le mode positif est le plus utilisé et méne généralement a la formation d’adduits protonés
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[M-H]* des molécules cibles. Dans le cas des CO-HAPs, le mode négatif a été appliqué en utilisant le
méthane comme gaz réactif ; les ions moléculaires trés stables obtenus par capture d’électrons (M™)
ont permis d’atteindre de bonnes sensibilités (Wang et al. 2011; Albinet et al. 2014; Tomaz et al. 2017).
Le mode négatif en ionisation chimique a permis la caractérisation de CO-HAPs issus d’échantillons
d’air et de particules d’air (Albinet et al. 2014; Ding et al. 2012; Tomaz et al. 2017; Shen et al. 2012) et

dans des aliments (Chen et al. 2014).

Les ions formés dans la source sont par la suite séparés en fonction de leur rapport masse sur charge
(m/z) dans I'analyseur de masse du spectrométre. Les analyseurs les plus utilisés en couplage avec la
GC sont le quadripéle (Q), le triple quadripdle (QqQ) et la trappe d’ions (IT, lon trap). La détection peut
s’effectuer en mode « full scan », ce qui correspond a la détection de I'ensemble des ions formés. Un
autre mode de détection est le mode par sélection d’ions (SIM : single ion monitoring) ; la détection
est alors limitée a certains ions dont les rapports m/z ont été préalablement sélectionnés. L’utilisation

du mode SIM permet d’améliorer la sensibilité de détection.

L’analyseur de masse quadripolaire (Figure 18), aussi appelé « quadripdle », est constitué de quatre
électrodes (barres cylindriques) paralléles soumises a un méme potentiel en valeur absolue. Les
électrodes adjacentes possédent une tension de signe opposé et sont soumises a une différence de
potentiel. Les ions ayant une trajectoire instable s’écartent rapidement de I'axe central du quadripdle
et ne peuvent pas étre détectés. Les ions ayant une trajectoire stable dans le champ électrostatique
quadripolaire oscillent autour de I'axe central et arrivent sur le détecteur pour produire un courant

électrique qui constituera le signal du spectrometre de masse.
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Figure 18 : Principe de fonctionnement de I'analyseur quadripolaire
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Le quadripdle est I'analyseur de masse le plus utilisé pour la détermination d’extraits contenant des
CO-HAPs apres séparation en GC. Le mode SIM au moyen de I'analyseur de masse quadripolaire a
permis notamment la détermination de plus de 32 CO-HAPs dans divers échantillons de particules d’air

(Albinet et al. 2014; O’Connell et al. 2013; Alves et al. 2017).

L'analyseur de masse de type « Trappe a ions » utilise les caractéristiques d’un piege de Paul. Il est de
géométrie relativement similaire a celle d’'un analyseur de masse quadripolaire mais cumule dans un
méme lieu I'ionisation (source) et la séparation des ions formés (analyseur). Le systéme de stockage
des ions repose sur I'application de potentiels situés dans le domaine des radiofréquences entre une
électrode circulaire et des électrodes dites « chapeaux » pour controler le mouvement des ions. La
trappe a ions en mode sélection d’ion (selective ion storage, SIS) a été utilisée par Obrist et al. (Obrist

et al. 2015) pour la caractérisation et la détection de 11 CO-HAPs dans des particules d’air.

L'analyseur de masse de type «triple quadripble » (QqQ) permet une acquisition en mode
spectrométrie de masse en tandem (MS/MS). Les ions séparés au moyen d’un premier quadripdle (Q1)
peuvent étre stockés dans une cellule de collision (q) pour y étre refragmentés. Un dernier quadripdle
(Q2) permet la séparation des ions fils formés par collision. Teng et al. (Teng et al. 2019) ainsi que
Wang et al. (Wang et al. 2018) ont utilisé le triple quadripéle en mode MRM (Multiple Reaction

Monitoring) pour la détection de CO-HAPs dans I'huile de cuisson et le thé respectivement.

Le détecteur permet le comptage des ions séparés dans |'analyseur de masse. Les spectrométres de
masse couplés a un chromatographe en phase gazeuse utilisent généralement des détecteurs de type

« cylindre de Faraday » ou « Multiplicateur d’électrons ».

1.3.4.2. Chromatographie en phase liquide

La chromatographie en phase liquide (Liquid Chromatography, LC) est une méthode instrumentale de
séparation mettant en ceuvre différents types de séparation soit par adsorption, partage, échange
d’ions ou exclusion stérique. En LC, la séparation est fondée sur la différence de distribution des
analytes entre deux phases, I'une stationnaire (silice vierge ou greffée, polymére moléculaire,
échangeur d’ions, ...), et I'autre mobile sous forme de liquide (solvant ou mélange de solvants). Du fait
de I'utilisation de colonnes remplies, les résolutions sont nettement moins bonnes qu’en GC pour la
séparation des composés. Néanmoins, elle est incontournable lors de I'analyse de composés peu

volatils et thermosensibles. Elle se distingue de la GC par I'utilisation de températures moins élevées,
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par une grande variété des phases stationnaires, et par la possibilité d’introduire des extraits sous
forme liquide demandant moins de préparation d’échantillon. Par conséquent, la LC est assez peu
répandue pour I'analyse de CO-HAPs mais reste une alternative lorsqu’il s’agit de séparer les CO-HAPs

les moins volatils et/ou les plus thermosensibles.

L'analyse par chromatographie liquide (LC) a été appliquée a des échantillons de particules d’air
(Walgraeve et al. 2012; Mirivel et al. 2010; Lintelmann et al. 2005) et des échantillons d’émissions de
moteur diesel (Jakober et al. 2006). Elle a été notamment utilisée pour la séparation de CO-HAPs dans
des extraits au dichlorométhane obtenus a partir d’UAE (Delhomme et al. 2006) ou de PLE (Mirivel et
al. 2010; Walgraeve et al. 2012; Lintelmann et al. 2005). La séparation des CO-HAPs par
chromatographie liquide est souvent effectuée au moyen d’une phase stationnaire en phase inverse.
Les colonnes alkyles de type C18 sont les plus souvent utilisées (Mirivel et al. 2010; Fujiwara et al.,
2014; Walgraeve et al. 2012), cependant des colonnes avec une phase stationnaire contenant des
groupements phényle sont aussi employées (O’Connell et al. 2013). L’élution des CO-HAPs est achevée
avec un gradient eau-méthanol (Delhomme et al. 2006; Walgraeve et al. 2012) ou eau-acétonitrile
(Lintelmann et al. 2005). Par exemple, pour une phase mobile constituée d’eau et de méthanol,
I"augmentation de la concentration en méthanol au cours de I'élution permet d’accroitre la solubilité

des CO-HAPs dans la phase éluante et donc de pouvoir entrainer les CO-HAPs plus hydrophobes.

La détection des CO-HAPs apres séparation en LC est la plupart du temps réalisée par spectrométrie
de masse. Les sources d’ionisation des spectrometres de masse utilisés en LC-MS différent de celles
utilisées en GC-MS car elles doivent conduire a la transformation des analytes présents en phase
liquide (sortie de la LC) en ions. Grosse et al. (Grosse et al. 2007) ont évalué trois différentes techniques
d'ionisation (photo-ionisation a pression atmosphérique (APPI), ionisation chimique a pression
atmosphérique (APCIl) et ionisation par électrospray (ESI)) en utilisant une solution de standards
contenant 30 OHAPs dont 15 CO-HAPs. Ces techniques d’ionisation ont été testées dans des modes
d'ionisation positive et négative. L'ionisation par ESI dans les deux modes ne permettait pas la
formation d’ions et s'est avérée non adaptée pour les OHAPs. Cependant, I'APCl a donné les meilleurs
résultats et a été sélectionnée pour leur analyse. Ces résultats obtenus par ESI et par APCI ont été
confirmés par Delhomme et al. (Delhomme et al. 2008). Dans des études plus récentes, 'APCl a été la
source d’ions de choix utilisée pour I'analyse des CO-HAPs en LC-MS (Fujiwara et al. 2014; O’Connell
et al. 2013). Par la suite, les ions formés sont séparés en fonction de leur rapport masse sur charge
(m/z) au moyen d’un analyseur de masse. En raison de la complexité des extraits environnementaux,
des techniques trés sélectives de séparation des ions sont nécessaires afin de détecter par la suite les

CO-HAPs. Les techniques d’analyse les plus employées dans la littérature sont la spectrométrie de
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masse a haute résolution (High Resolution Mass Spectrometry, HRMS) (Walgraeve et al. 2012 ; Mirivel
et al. 2010) et la spectrométrie de masse en tandem (MS-MS) (Delhomme et al. 2008). Lintelmann et
al. (Lintelmann et al. 2005, 2006) ainsi que Fujiara et al. (Fujiwara et al. 2014) ont utilisé un triple
quandripdle (QqQ) en mode MRM (Multiple Reaction Monitoring, MRM) pour la quantification des
CO-HAPs a partir d’extraits de particules d’air. Ces technologies sont trés coliteuses mais permettent
d’obtenir une sensibilité tres élevée. Outre ces technologies trés sélectives, des analyseurs de masse
comme le quadripdle (Q) (O’Connell et al. 2013) et le piege a ions (iT) (Jakober et al. 2006) sont aussi

utilisés pour I'analyse des CO-HAPs.

La détection de CO-HAPs apres séparation en LC a également été réalisée au moyen de spectroscopes
UV/Visible (Valavanidis et al. 2006) et a fluorescence (Kameda et al. 2009). Ces deux détecteurs sont
généralement peu adaptés au regard des sélectivités et des limites de détection a atteindre. Kishikawa
et al. (Kishikawa et al. 2011) ont, par conséquent, converti la 9,10-phénanthrénequinone en dérivé
fluorescent au moyen de 2-aminothiophénol, afin de déterminer ce CO-HAP dans des échantillons de

particules d’air par LC couplée a un spectroscope a fluorescence.

1.3.5. Bilan sur les méthodes d’extraction et d’analyse des CO-HAPs

Plusieurs stratégies existent pour extraire les CO-HAPs a partir d’échantillons environnementaux ou
alimentaires. La plus commune est l'utilisation de I'extraction par liquide pressurisé (PLE). Cette
technique est adaptée particulierement aux échantillons solides (filtres, particules d’air, sol, ...).
Cependant, les techniques d’extraction par Soxhlet et d’extraction assistée par les ultra-sons (UAE) ou
par micro-ondes (MAE) sont également utilisées. Toutes ces méthodes d'extraction sont trés efficaces
et permettent la quantification des CO-HAPs dans les échantillons. Toutefois, elles peuvent étre
laborieuses, nécessitent un temps d’extraction relativement long et un grand volume de solvant
organique. Elles sont pour certaines onéreuses avec des co(ts élevés pour I'investissement en matériel
et en entretien. Elles peuvent aussi mener a des risques potentiels de dégradation de certains CO-HAPs

en raison des températures élevées utilisées.

Une étape de purification est souvent nécessaire suite a ces techniques d’extraction. L’extraction en
phase solide (SPE) ou par chromatographie d’exclusion stérique sont les techniques les plus
appliquées. L'étape de purification permet d’extraire sélectivement les CO-HAPs et d’éliminer les
composés non souhaités issus de I'’échantillon. Avant injection dans un systéme d’analyse, les extraits

sont souvent préconcentrés avec un flux d’azote ou un évaporateur rotatif. Cette étape permet

Page | 68



Chapitre 1. Synthese Bibliographique

d’accéder a la sensibilité souhaitée lors de l'analyse instrumentale (GC-MS ou LC-MS). Afin de
rechercher par la suite les CO-HAPs présents a I'état de traces dans des matrices complexes
(échantillons environnementaux ou alimentaires), des techniques analytiques performantes sont
nécessaires. La technique d’analyse des CO-HAPs la plus souvent employée est la chromatographie
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie
de masse, a la spectroscopie UV/Visible ou par fluorescence est aussi utilisée mais reste assez peu

répandue.
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2.1. Echantillons

2.1.1. Fruits et |égumes provenant du supermarché

Divers fruits et légumes proviennent de supermarchés de la région de Caen en Normandie (Carrefour,
Caen Céte de Nacre ; Cora, Rots ; Intermarché, Caumont-L’Eventé) ; ils sont sélectionnés régulierement
(période d’Octobre 2016 a Septembre 2019) sur la base de I'uniformité et I'absence de dommages ou
d’imperfection de leur peau afin de réaliser I'optimisation et la validation de la stratégie d’extraction,
de purification et d’analyse des CO-HAPs. Plus précisément, des pommes Elstar et Belle de
Boskoop sont utilisées pour I'optimisation et la validation de la stratégie d’extraction et de purification.
L'adaptabilité de la méthode est vérifiée sur neuf autres matrices végétales différentes issues du
commerce dont quatre fruits et six légumes (Tableau 13). Les dimensions (longueur et diameétre) ainsi

gue leur poids moyen sont donnés a titre indicatif dans le tableau suivant.

Tableau 13 : Caractéristiques des fruits et légumes, provenant du supermarché, utilisés pour la mise

au point de la stratégie de détermination des CO-HAPs

Type Dimension* Poids moyen (g)
Carotte Légume 17x3 100
Concombre Légume 28x%4,5 340
Courgette Légume 23x4 360
Haricot vert Légume 9x0,5 3
Mdre Fruit 2x1,5 2
Poire Fruit 9x6 190
Pomme de terre Légume 9x4 60
Pomme Fruit 7x5 170
Salade de type « laitue » Légume 30x30 200
Tomate Fruit 5%5 50

* longueur (cm) x largeur (cm)
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De I'herbe, prélevée en zone rurale dans un champ, ainsi que tous ces échantillons végétaux provenant
du commerce (Tableau 13) sont exposés intentionnellement aux fumées de combustion de biomasse,

a des émissions de moteur diesel et a des émissions de chaudiére au fioul.

2.1.2. Echantillons végétaux récoltés en zone urbaine ou périurbaine

Deux campagnes de récolte de fruits et |égumes sont réalisées au cours des années 2018 et 2019.

2.1.2.1. Echantillons végétaux récoltés en zone urbaine et périurbaine au cours de

'année 2018

La premiere campagne de prélevement est réalisée exclusivement au cours du mois de Septembre
2018 et concerne uniquement la ville de Caen et sa proche banlieue. Ces échantillons sont prélevés
dans des zones industrielles ou a proximité de routes possédant un fort trafic routier quotidien
(périphérique de Caen) (Figure 19). Les caractéristiques des lieux de prélevements sont présentés en

Tableau 14.

Tableau 14 : Caractéristiques des échantillons et des lieux de préléevement (Année 2018)

Caen - 2018

Echantillon  Lieu® Caractéristique Point Date® T(°C) Météo Précip®

GPS ¢
Mdres, Caen En bordure de route; 49,2199 12- 17 - Temps 06-
Feuilles de 1 proche d’un établissement 25, - sept- 20 nuageux sept-
mdirier de recyclage de déchets 0.29225 18 18

1
Mares, Caen Végétation située sous le 49.1822 12- 17 - Temps 06-
Feuilles de 2 viaduc de Calix (tres fort 10, - sept- 20 nuageux sept-
mdrier trafic routier) ; a proximité  0.32527 18 18

immédiate d’'une stationde 5

raffinage pétrolier
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Tomates, Caen Jardin familial situé sous le 49.1880 13- 17 - Temps 06-
Feuilles de 3 viaduc de Calix (tres fort 36, - sept- 20 clair sept-
tomate, trafic routier) 0.33151 18 18
Courgettes, 0

Feuilles de

courgette

Carottes, Caen Lieu de cueillette exposé aux 49.1609  12- 17 - Temps 06-
Poires, 4 vents dominants issus de 42, - sept- 20 nuageux sept-
Pommes, I'agglomération de Caen 0.27565 18 18
Salade 9

2 : lieux de prélevement (voir Figure 19)

b: date du prélévement

¢ : température moyenne du jour de prélevement

d: date de la derniére précipitation avant prélévement

La localisation des lieux de prélevement (Caen 1, Caen 2, Caen 3 et Caen 4, voir Tableau 14) pour la

premiére campagne est présentée en Figure 19.
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Figure 19 : Localisation des sites de prélevement de la premiere campagne (Année 2018) a Caen et sa
proche banlieue (IGN 2019 geoportail)
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Afin de mieux apprécier la localisation de quelques sites de prélévements présentés en Tableau 14 et
en Figure 19, des photographies de 3 sites (Caen 2, vue depuis le lieu de prélevement ; Caen 3, vue sur

les plants de tomate récoltés ; Caen 4, vue sur le pommier prélevé) sont données en Figure 20.
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Figure 20 : Photographies de différents sites prises au cours de la premiére campagne de

prélevement a Caen (Année 2018)

2.1.2.2. Echantillons végétaux récoltés en zone urbaine et périurbaine au cours de

'année 2019

La deuxieme campagne est réalisée au cours du mois de Juillet 2019 et concerne les trois plus grandes
villes de Normandie : Caen, Rouen et le Havre. A titre de comparaison, des prélevements sont aussi
réalisés au cours du méme mois a Nice, autre grande ville, située pour sa part dans le sud de la France.
Au cours de cette campagne, les échantillons sont récoltés dans des jardins potagers urbains ou péri-

urbains. Les caractéristiques des lieux de prélevement sont présentées en Tableau 15.
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Tableau 15 : Caractéristiques des échantillons et des lieux de prélevement (Année 2019)

Echantillon Lieu? Caractéristique Point GPS  Date"® T(°C)¢ Météo Précip ¢
Caen - 2019
Salade, Tomates, Feuilles Caen 3 Jardin familial situé sous le viaduc de Calix (tres fort 49.188036, 03-juil- 11-20 Temps clair 24-juin-
de tomate, Courgettes, trafic routier) -0.331510 19 19
Feuilles de courgette
Rouen - 2019
Salade, Tomates, Feuilles Rouen1 Jardin potager familial ; situé a proximité immédiate du  49.445095, 10-juil- 12-21 Temps clair 19-juin-
de tomate centre-ville de Rouen 1.124132 19 19
Salade, Tomates, Feuilles Rouen 2 Jardin potager familial ; situé en bordure de la ville de 49.435483, 17-juil- 11-26 Temps clair 19-juin-
de tomate Rouen ; exposé aux vents dominants de la ville ; relief 1.139533 19 19
en forme de vallée
Salade, Tomates, Feuilles Rouen 3  Jardin potager familial ; situé sur les hauteurs de laville  49.462658, 17-juil-  11-26 Temps clair 19-juin-
de tomate de Rouen ; exposé aux vents dominants de la ville ; a 1.138145 19 19
proximité immédiate d’une chaufferie
Le Havre - 2019
Salade, Tomates, Feuilles Le Havre Jardin potager familial ; situé a proximité de sites 49.504659, 17-juil- 12-21 Temps clair 24-juin-
de tomate 1 industriels (cheminées d’usines) ; exposé aux vents 0.172308 19 19

dominants de la ville du Havre
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Salade, Tomates, Feuilles Le Havre Jardin potager familial ; situé sur les hauteurs de laville  49.513182, 17-juil- 12-21 Temps clair 25-juin-

de tomate 2 du Havre ; exposé aux vents dominants de la ville 0.179570 19 19

Salade, Tomates, Feuilles Le Havre Jardin potager familial ; situé en centre-ville du Havre 49.521933, 17-juil- 12-21 Temps clair 26-juin-

de tomate 3 au ceeur d’une zone résidentielle densément peuplée 0.093160 19 19

Nice - 2019

Tomates, Courgettes, et Nice 1 Jardin potager test ; situé dans I’hyper-centre de la ville  43.701988, 22-juil- 23-29 Temps 16-juil-

Feuilles de tomate de Nice ; installé a environ 3 metres de hauteur sur une  7.286429 19 ensoleillé 19
plate-forme

Tomates et salade Nice 2 Jardin potager familial ; situé dans l'arriere-pays nicoisa 43.786369, 24-juil- 25-31 Temps 16-juil-
1000 métres d’altitude 7.016008 19 ensoleillé 19

a

b

o}

d

: lieux de prélevement (voir Figure 21 et Figure 22)

: date du prélévement

: température moyenne du jour de prélévement

: date de la derniere précipitation avant prélevement
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La localisation des lieux de prélevement pour la ville de Rouen (Rouen 1, Rouen 2, Rouen 3) est

présentée en Figure 21.

\ = Notre-Dame-de- // ®
\ \ E4TS - g
Maromme Bondeville Fontaine-
¢ | —A, \ sous;
3 Preaux
D yome N /Bois 3
Devill ( \.('Luill.unne Saint- Roncherolles
oville- / - 23 "3e
i / Martin-dii’ e sur-le-Vivier

Les-Rouen

Rouen 3

/Y\!Ql"-silllll- _\:' R g
Algnan » =

75 Saint-Leéger-
du-BburgrDt‘ni s

Le Petit-
Quevilly

X

Echelle 1: 68 220

\

>~ =
(=<
\ \\\ ) \
Bonsecours 64 20
D TN :

Saint-= °

/
[0 — = 1000 M

/

Figure 21 : Localisation des sites de préléevement de la deuxieme campagne (Année 2019) a Rouen

La localisation des lieux de prélevement pour la ville du Havre (Le Havre 1, Le Havre 2, Le Havre 3) est

présentée en Figure 22.
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Figure 22 : Localisation des sites de prélévement de la deuxieme campagne (Année 2019) au Havre

Des photographies de chacun des sites de prélevement situés dans les villes de Rouen et du Havre sont
reportés en Figure 23. Elles permettent notamment d’apprécier la localisation des jardins potagers
dans lesquels les échantillons ont été prélevés au cours de I'année 2019 a savoir en centre-ville de
Rouen (Rouen 1), en bordure de lacommune de Rouen mais dans une vallée (Rouen 2), sur les hauteurs
de la ville de Rouen (Rouen 3), a proximité d’une zone industrielle dense au Havre (Le Havre 1), sur les

hauteurs de la ville du Havre (Le Havre 2) et au cceur d’une zone résidentielle (Le Havre 3).
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Figure 23 : Photographies de différents sites (jardins potagers) prises au cours de la deuxieme

campagne de prélevement a Rouen et au Havre (Année 2019)
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2.2. Exposition des échantillons végétaux a diverses

sources de pollution

De I'herbe ainsi que les échantillons végétaux provenant du commerce (listés en Tableau 13) sont
intentionnellement exposés a des fumées de combustion de biomasse (partie 2.2.1), a des émissions

de moteur diesel (partie 2.2.2) et a des émissions de chaudiere au fioul (partie 2.2.3).

2.2.1. Exposition des échantillons végétaux aux fumées de combustion de

biomasse

Les neuf échantillons de végétaux sont intentionnellement exposés a des fumées issues de la
combustion de bois. Un fumoir en acier inoxydable est utilisé pour fumer (a une température
maximale de 40 °C) les échantillons végétaux. Ce fumoir de longueur 40 cm, de profondeur 27,5 cm et
de hauteur 80 cm est composé d'un tiroir pour les braises de fumage et d’une chambre de fumage
contenant trois grilles sur lesquelles sont placés les échantillons végétaux (Figure 24). Les deux
compartiments sont séparés par un plateau en acier avec des petites fenétres a I'extrémité pour laisser
sortir les fumées du tiroir vers la chambre de fumage. Cette derniere est équipée d’'un thermometre
en facade permettant de contrdler la température dans le fumoir. Un orifice d’un diametre de 4 cm
placé sur la partie supérieure du fumoir est ouvert pendant toute la durée de I'expérimentation pour

permettre I'’échappement des fumées en exceés.

Deux tomates, deux pommes, trois pommes de terre et deux poires sont placées sur la premiere grille.
Une salade, une courgette et un concombre sont placés sur la 2¢™ grille. De I’herbe et des haricots
verts sont placés sur la 3™ grille dans le fumoir. Des braises sont tout d’abord préparées a partir de
bois trés sec d’origines diverses. Ces braises sont placées dans le tiroir du fumoir et additionnées de
brindilles de tilleul humides. Tous les échantillons de fruits et Iégumes sont exposés en méme temps

aux fumées pendant une durée de 3 h a une température maximale de 40 °C.
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Figure 24 : lllustrations du montage utilisé pour I’exposition intentionnelle des échantillons végétaux

aux fumées de combustion de biomasse (3 h)

Les échantillons sont placés aussitot apres fumage dans des bocaux hermétiques différenciés. Ils sont
stockés a température ambiante a I'abri de la lumiere pendant un maximum d’une journée avant

préparation des échantillons.

2.2.2. Exposition des échantillons végétaux aux émissions de moteur diesel

Des échantillons végétaux sont exposés intentionnellement aux gaz d’échappement d’un moteur
diesel. Pour cette expérimentation, le fumoir décrit en partie 2.2.1 est utilisé. Une extrémité d’un
conduit souple en aluminium de diameétre 8 cm est intégrée au fumoir en lieu et place du tiroir situé
dans sa partie basse (Figure 25). L'autre extrémité du conduit est reliée et fixée au moyen d’un collier
de serrage au pot d’échappement d’un véhicule possédant une motorisation diesel. Le véhicule est de
marque Peugeot, de modele 307 SW, a été mis en circulation en 2005 et possede une consommation

moyenne de gazole de 6,0 L pour 100 km. Il est équipé d’un filtre a particules.
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Les fruits, Iégumes et I'herbe sont disposés dans le fumoir rigoureusement de la méme fagon (Figure
24) que lors de I'exposition aux fumées de combustion de biomasse (partie 2.2.1). lls sont exposés
pendant une durée de 3 heures aux émissions de moteur diesel ; cela correspond approximativement
a une consommation de 2L de gazole (lecture de la consommation au compteur du véhicule). Des
accélérations (montée en régime du moteur) sont opérées toutes les 10 minutes afin de s’approcher

des conditions réelles de conduite.

Figure 25 : lllustrations du montage utilisé pour I’exposition intentionnelle des échantillons végétaux

(3 h) aux gaz d’échappement d’un moteur diesel

2.2.3. Exposition des échantillons végétaux aux émissions d’une chaudiére au fioul

Pour cette expérimentation, le fumoir décrit en partie 2.2.1 est a nouveau utilisé. L'extrémité d’un
conduit souple en aluminium de diametre 14 cm est intégrée au fumoir en lieu et place du tiroir situé
dans sa partie basse (Figure 26). L’autre extrémité du conduit est reliée et fixée au moyen d’un collier
de serrage au conduit de sortie des fumées d’une chaudiere au fioul. La chaudiere au fioul est de
marque « Franco-Belge » et correspond au modeéle « Optima 4000 ». Elle a été mise en place dans la

maison d’un particulier en 2004.

Les fruits, légumes et I'herbe sont disposés dans le fumoir rigoureusement de la méme facon (Figure
24) que lors des expositions précédentes (partie 2.2.1). lls sont exposés pendant une durée de 3 heures

aux fumées d’évacuation de la chaudiere au fioul ; cela correspond approximativement a une
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consommation de 2L de fioul (calcul approximatif d’aprés une consommation annuelle). La porte en

facade du fumoir est ouverte pendant 5 minutes toutes les 10 minutes afin d’éviter une montée en

température trop importante pendant la durée de I'exposition.

) Chaudiere
Fumoir Conduit
en
aluminium

Figure 26 : lllustrations du montage utilisé pour I’exposition intentionnelle des échantillons végétaux

(3 h) aux émissions d’une chaudiere au fioul

Pour tous les échantillons intentionnellement exposés aux sources de pollution, la peau d’une

épaisseur inférieure a 2 mm du fruit/légume est récupérée, et broyée séparément pour permettre des

analyses indépendantes.
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2.3. Solvants et standards

2.3.1. Solvants

Les solvants de haute pureté (>99 %) utilisés sont adaptés a I'analyse de traces : Acétonitrile (Suprasolv,
>99.8 %, Sigma—Aldrich, Steinheim, Allemagne), dichlorométhane (Pestinorm, > 99,9%, Sigma—Aldrich,
Steinheim, Allemagne), cyclohexane (Pestinorm, 99,9%, Sigma—Aldrich, Steinheim, Allemagne),
acétate d’éthyle (Suprasolv, =2 99.8 %, Sigma—Aldrich, Steinheim, Allemagne), toluene (Suprasolv, 2
99.8 %, Fischer scientifique, Pennsylvanie, Etats-Unis) et hexane (Pestinorm, > 99.9 %, Sigma—Aldrich,
Steinheim, Allemagne). L'Extran® MA 01, nettoyant alcalin universel (VWR Prolabo, Fontenay-sous-
Bois, France) est utilisé comme produit de nettoyage pour I'ensemble de la verrerie qui est ensuite

rincée avec de I'eau ultrapure produite par le systéme de purification Milli-Q® Reference A+.

2.3.2. CO-HAPs sélectionnés pour la quantification

Dans un premier temps six CO-HAPs sont sélectionnés pour le développement analytique ; dans un

second temps, cette liste est élargie a treize CO-HAPs présentés dans le Tableau 16 :
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Tableau 16 : Liste des 13 CO-HAPs sélectionnés pour étre quantifiés

Nom Formule Masse molaire Numéro CAS
brute (g/mol)

1-naphtaldéhyde C11HsO 156 66-77-3
1,4-naphtoquinone C10He0O2 158 130-15-4
1-acénaphténone Ci2HsO 168 2235-15-6
9-fluorénone Ci13HsO 180 486-25-9
benzophénone Ci3H100 182 119-61-9
6H-dibenzo[bd]pyran-6-one Ci3Hs0; 196 2005-10-9

xanthone Ci13HsO> 196 90-47-1
anhydride 2,3-naphtalique C12He0s 198 716-39-2

anhydride 1,8-naphtalique C12He03 198 81-84-5

9,10-anthraquinone C14Hs0O, 208 84-65-1
benzo[a]fluorénone Ci17H100 230 479-79-8

benzanthrone Ci7H100 230 82-05-3
1,2-benzanthraquinone CisH1002 258 2498-66-0

2.3.3. Solution de 64 hydrocarbures aromatiques oxygénés et nitrés utilisée pour

I’'optimisation de la séparation et de la détection des CO-HAPs par GC-MS

Un mL d’une solution contenant 64 hydrocarbures aromatiques oxygénés et nitrés préparés chacun a
une concentration de 1 mg/L dans I'acétonitrile est fournie par I'INERIS (Albinet et al. 2014). Ce
mélange comporte 29 CO-HAPs dont la structure chimique posséde de deux a cing cycles aromatiques
et couvre des fonctions chimiques aussi diverses que des cétones, des quinones, des aldéhydes et des
anhydrides. Cette solution est utilisée pour optimiser la séparation et la détection des CO-HAPs et
Nitro-HAPs par GC-MS ainsi que pour la création d’une bibliothéque de spectres de masse des CO-
HAPs et Nitro-HAPs. Cette solution est utilisée pour I'identification des composés par analyses en mode
externe ou en ajout aux extraits préparés. La liste des 64 hydrocarbures aromatiques oxygénés et nitrés
contenus dans cette solution est présentée en Tableau 17. Cette solution est conservée au congélateur

a -26°C dans un pilulier en verre fermé équipé d’un bouchon comportant un septum en téflon.

Page | 87



Tableau 17 : Liste des 64 hydrocarbures aromatiques oxygénés et nitrés présents dans la solution

Chapitre 2.

Matériel et Méthodes

utilisée pour I'optimisation de la séparation et de la détection des CO-HAPs par GC-MS

Nom

Formule brute

Masse molaire (g/mol)

Numéro CAS

Hydrocarbures Aromatiques Monocycliques carbonylés (CO-HAMs)

phthaldialdéhyde CsHeO, 134 643-79-8
anhydride phthalique CgH103 148 85-44-9
2-formyl-(E)-cinnamaldéhyde Ci10Hs0; 160 61650-52-0
Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques carbonylés (CO-HAPs)
1-naphtaldéhyde C11HsO 156 66-77-3
1,2-naphtoquinone Ci10He02 158 524-42-5
1,4-naphtoquinone Ci10He02 158 130-15-4
1-acénaphténone C12HsO 168 2235-15-6
9-fluorénone Ci3HsO 180 486-25-9
acénaphtenequinone Ci12He0, 182 82-86-0
benzophénone Ci3H100 182 119-61-9
anthrone C14H100 194 90-44-8
6H-dibenzo[bd]pyran-6-one Ci3Hs0, 196 2005-10-9
xanthone Ci13Hs02 196 90-47-1
anhydride 1,2-naphtalique C12He0s 198 5343-99-7
anhydride 1,8-naphtalique C12HeO0s 198 81-84-5
anhydride 2,3-naphtalique C12He0s 198 716-39-2
9-phénanthrénealdéhyde CisH100 206 4707-71-5
1,4-anthraquinone C14HsO03 208 635-12-1
9,10-anthraquinone C14Hs0; 208 84-65-1
9,10-phénanthrénequinone C14Hs0, 208 84-11-7
2-2'-biphényldicarboxaldéhyde CisH10 210 1210-05-5
4,4'- biphényldicarboxaldéhyde C14H1003 210 66-98-8
2-méthylanthraquinone CisH1003 222 84-54-8
2-nitro-9-fluorénone C13H/NO; 225 3096-52-4
benzo[a]fluorénone Ci7H100 230 479-79-8
benzo[b]fluorénone Ci7H100 230 76723-60-9
1-pyrénecarboxaldéhyde Ci7H100 230 3029-19-4
benzanthrone C17H100 230 82-05-3
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acéanthrenequinone Ci16Hs0: 232 6373-11-1

1,4-chrysénequinone Ci8H100> 258 100900-16-1

5,6-chrysénequinone C18H1003 258 2051-10-7
1,2-Benzanthraquinone C18H100> 258 2498-66-0

Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques nitrés (Nitro-HAPs)

1-nitronaphtaléne Ci0H7NO; 173 86-57-7
2-nitronaphtaléne Ci0H7NO; 173 581-89-5
1-méthyl-4-nitronaphtaléne C11HsNO; 187 880-93-3
1-méthyl-5-nitronaphtaléne C11HsNO; 187 91137-27-8
1-méthyl-6-nitronaphtaléne C11HsNO; 187 105752-67-8
2-méthyl-1-nitronaphtaléne C11HsNO; 187 881-03-8
2-méthyl-4-nitronaphtaléne C11HsNO; 187 13615-38-8
2-nitrobiphényl C12HsNO; 199 86-00-0
3-nitrobiphényl C12HsNO; 199 2113-58-8
5-nitroacénaphthéne C12HsNO; 199 602-87-9
2-nitrofluoréne C13H9NO; 211 607-57-8
3-nitrodibenzofurane C12H7NO3 213 5410-97-9
1,5-dinitronaphtaléne C10HgN204 218 605-71-0
2-nitroantracéne C14HsNO> 223 3586-69-4
9-nitroanthracéne Ci4HsNO> 223 602-60-8
3-nitrophénanthréne C1sHgNO, 223 17024-19-0
9-nitrophénanthréne C14H9NO; 223 4199-88-6
2-nitrodibenzothiophéne C12H/NO,S 229 6639-36-7
9-méthyl-10-nitroanthracéne CisH11NO; 237 84457-22-7
1-nitropyréne C16HoNO, 247 5522-43-0
2-nitropyréne Ci6HaNO; 247 789-07-1
4-nitropyréne Ci6HsNO; 247 57835-92-4
3-nitrofluoranthéne Ci6HsNO> 247 892-21-7
2-nitrofluoranthéne Ci6HsNO> 247 13177-29-2
6-nitrochryséne C1sH11NO; 273 7496-02-8
7- nitrobenzo[a]anthracéne CisH11NO; 273 20268-51-3
1,3-dinitropyréne C16HsN204 292 75321-20-9
1,6-dinitropyréne C16HsN204 292 42397-64-8
1,8-dinitropyréne C16HsN204 292 42397-65-9
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1-nitrobenzo[a]pyréne C20H11NO; 297 70021-99-7
3-nitrobenzo[e]pyrene C20H11NO; 297 91259-16-4
6-nitrobenzo[a]pyréne C0H11NO; 297 63041-90-7

2.3.4. Solutions préparées a partir de CO-HAPs purs

Des solutions meres individuelles de chaque CO-HAPs (composés a quantifier, étalons internes) sont
préparées en dissolvant une masse solide (entre 20 et 100 mg), pesée précisément a I'aide d’une
microbalance, dans des volumes précis d’acétonitrile. Toutes ces solutions meres sont portées aux
ultrasons pendant 5 min pour permettre une dissolution compléte ainsi gu’une bonne
homogénéisation. Elles sont conservées au congélateur a -26 °C pour une durée maximale de trois
mois.

Des solutions filles de CO-HAPs sont préparées a partir des solutions meres individuelles. Elles
comportent un composé unique (étalon interne) ou des composés en mélange (CO-HAPs quantifiés)
et sont préparées au moyen de volumes calculés d’une ou de plusieurs solutions méres. Les volumes
calculés de solutions meres sont pris précisément au moyen d’une seringue eVol™ XR (Thermo
Scientific). La seringue eVol™ est une seringue analytique automatique manuelle en verre permettant
de couvrir des volumes de distribution compris entre 0,2 a 1000 L. Les solutions filles sont conservées

au réfrigérateur a +4 °C pour une durée maximale d’'un mois.

2.3.4.1. Solutions de six CO-HAPs
Les phases d’extraction et de purification des CO-HAPs a partir des échantillons végétaux sont

optimisées au moyen d’une solution contenant 6 CO-HAPs ciblés. La structure de ces composés

posséde de deux a quatre cycles aromatiques (Figure 27).
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Figure 27 : Structure chimique des six CO-HAPs sélectionnés pour mener a I'optimisation des phases

d’extraction et de purification

Ces six CO-HAPs sont le 1-naphthaldéhyde (98%, Sigma—Aldrich, Steinheim, Allemagne), la 9-
fluorénone (98%, Sigma—Aldrich, Steinheim, Allemagne), la 1,4-naphtoquinone (90%, TRC, Toronto,
Canada), la 9,10-anthraquinone (98%, Alfa Aesar, Kandel, Allemagne), I'anhydride 1,8-naphthalique (%
de pureté non communiqué par le fournisseur, Sigma—Aldrich, Steinheim, Allemagne) et la 1,2-
benzanthraquinone (95%, TRC, Toronto, Canada). Les solutions de travail sont préparées a partir de
volumes précis calculés des solutions meres de chaque CO-HAPs. Trois solutions préparées sont
utilisées :

- une solution comportant chacun des six CO-HAPs a 10 mg/L nommée « Solution 6CO-HAPs 1 »,

- une solution comportant chacun des six CO-HAPs a 1 mg/L nommée « Solution 6CO-HAPs 2 »,

- une solution comportant chacun des six CO-HAPs a 0,1 mg/L nommeée « Solution 6CO-HAPs 3 ».

2.3.4.2. Solutions d’étalon interne

Deux CO-HAPs sont utilisés comme étalons internes : la 9-fluorénone-d8 (99,9%, CDN isotopes,

Québec, Canada) et la 9,10-anthraquinone-d8 (99,9%, CDN isotopes, Québec, Canada) (Figure 28). Des
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solutions filles pour chacun de ces deux étalons internes sont préparées pour des concentrations de

0,1;0,2;1et10 mg/L.

9-fluorénone-d8 9,10-anthraquinone-d8

Figure 28 : Structure chimique des deux étalons internes utilisés pour la quantification

2.3.4.3. Solutions de treize CO-HAPs

Pour la quantification des CO-HAPs présents dans les échantillons végétaux (i) prélevés dans les jardins
potagers ou (ii) exposés a diverses sources de pollution, une solution contenant 13 CO-HAPs (Tableau

16) est préparée. Elle est nommée « Solution 13CO-HAPs » et contient chaque composé a une

concentration de 1 mg/L dans 'acétonitrile. Les CO-HAPs ajoutés (Figure 29) par rapport a la solution
contenant 6 CO-HAPs (Figure 27) sont la benzophénone (99%, Sigma—Aldrich, Steinheim, Allemagne),
la 1-acénaphténone (96%, Sigma—Aldrich, Steinheim, Allemagne), la xanthone (97%, Sigma—Aldrich,
Steinheim, Allemagne), I'anhydride 2,3-naphtalique (% de pureté non communiqué par le fournisseur,
Sigma—Aldrich, Steinheim, Allemagne), la 6H-dibenzo[bd]pyran-6-one (96%, Sigma—Aldrich, Steinheim,
Allemagne), la benzo[a]fluorénone (99,79%, Sigma—Aldrich, Steinheim, Allemagne) et la benzanthrone

(100%, Santa cruz biotechnology, Heidelberg, Allemagne).
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Benzophénone 1-Acénaphténone Xanthone 6H-Dibenzo[b,d]pyran-6-one
0
O
9 °| @
O O
Anhydride 2,3-Naphtalique Benzanthrone Benzo[a]fluorénone

Figure 29 : Structure chimique des sept CO-HAPs supplémentaires contenus dans la solution de treize

CO-HAPs
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2.4. Préparation des échantillons végétaux

2.4.1. Préparation et stockage des échantillons végétaux avant extraction

Les échantillons végétaux sont récoltés en utilisant des gants jetables et sont directement placés dans
des bocaux en verre. Les gants sont changés entre les différentes prises d’échantillons pour éviter
d’éventuelles contaminations. Les échantillons sont conservés dans ces bocaux au maximum une
journée a température ambiante avant préparation. Les échantillons sont tout d’abord découpés
finement puis broyés dans un mixeur. Le broyage est effectué dans un mixeur de type « hachoir
électrique de cuisine » équipé d’un bol en verre d’une contenance de 1 L et d’un couteau mélangeur
métallique en inox. Une masse de 10 £ 0,01 g d’échantillon broyé est pesée dans un tube a centrifuger
en verre de 35 mL. Le tube est fermé au moyen d’un bouchon en téflon puis stocké au congélateur a -

26 °C. Chaque échantillon est préparé en triplicat.

2.4.2. Procédure de nettoyage du matériel de préparation d’échantillons

Le matériel utilisé pour broyer et peser les échantillons (mixeur, couteau et spatule) est lavé avec un
liquide vaisselle neutre, rincé avec I’eau du robinet puis avec de I’eau ultrapure aprées chaque utilisation

pour éviter des contaminations.

L'ensemble de la verrerie utilisée tout au long de la préparation d’échantillon est systématiquement
rincée a I'éthanol, a I'eau distillée puis lavée a 70°C dans un lave-vaisselle de laboratoire (Miele,
Gutersloh, Allemagne) avec un détergent alcalin universel « neodisher LaboClean A8 » (Dr. Weigert,
Roissy, France). Dans le lave-vaisselle, la verrerie est in fine rincée deux fois a I'’eau déminéralisée puis

a l'eau ultrapure.

2.4.3. Mise au point et optimisation de la procédure d’extraction des CO-HAPs par

méthodologie QUEChERS

La méthodologie utilisée pour la préparation des échantillons végétaux pour I'extraction des CO-HAPs

est inspirée du protocole QUEChERS décrit par Anastassiades et al. (Anastassiades et al., 2003) dans
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lequel 10 + 0,1 g de broyat d’échantillon de fruits/Iégumes sont pesés dans un tube a centrifuger et
dans lequel sont ensuite ajoutés 20 mL de solvant d’extraction (acétonitrile). Toujours selon
Anastassiades et al., le tube est agité vigoureusement (manuellement) pendant 1 min ; un mélange de
sels composé de 4 g de sulfate de magnésium anhydre et 1 g de chlorure de sodium est ensuite ajouté
dans le tube a centrifugation. Le tube est agité vigoureusement une deuxieme fois pendant 1 min puis
centrifugé. Aprés centrifugation, une fraction du surnageant est purifiée avec une extraction en phase

solide dispersive (dSPE).

Le protocole décrit par Anastassiades et al. (Anastassiades et al., 2003) est modifié afin d’étre optimisé
et adapté a I'extraction des CO-HAPs issus des échantillons végétaux. Les parametres vérifiés et

optimisés dans le cadre de cette méthodologie QUEChERS sont :

- le solvant d’extraction (partie 2.4.3.1),

- le mélange de sels (partie 2.4.3.2).

2.4.3.1. Choix du solvant d’extraction des CO-HAPs par méthodologie QUEChERS

Cing solvants d’extraction potentiels et possédant des polarités et des caractéristiques de
solubilisation différentes sont testés : I'acétonitrile, le dichlorométhane, le toluéne, I'acétate d’éthyle
et un mélange dichlorométhane/hexane (90/10, v/v).

Une masse de 10 + 0,1 g d’échantillon de pomme, préalablement broyé et homogénéisé, est dopé a

100 pg/kg (100 ppb) avec 100 pL de la solution 6CO-HAPs 1 et 100 uL de solution d’étalon interne

d’extraction (9,10-anthraquinone-d8) a 10 mg/L. Un volume de 20 mL de solvant d’extraction est
ajouté dans le tube correspondant. Celui-ci est ensuite fermé, agité vigoureusement (manuellement)
pendant 1 min et placé 15 min a 30 °C dans un bain a ultrasons thermostaté T 700/H Elma de hauteur
30 cm, longueur 25,5 cm et largeur 15 cm (Singen, Allemagne) ou la fréquence est fixée a 30 kHz. Le
contenu du tube est ensuite centrifugé grace a une centrifugeuse Heraeus (Biofuge Primo R) a 3500
rpm pendant 10 min. 1 mL du surnageant organique (Vsumageant = 16 ML) est concentré a sec au moyen
d’un systéme d’évaporation sous vide (SpeedVac™) (voir partie 2.4.4.2).

Le résidu est dissout dans 100 pL de solution d’étalon interne d’analyse (9-fluorénone-d8) a 0,1 mg/L
dans I'acétonitrile. L'extrait final est transféré dans des micro-inserts en verre de 100 uL a fond
conique. Ces micro-inserts sont placés dans des piluliers de 2 mL fermés par des bouchons en silicone

et téflon. L'extrait est ensuite analysé par GC-MS en mode SIM (voir partie 2.6.3).
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2.4.3.2. Choix du mélange de sels pour I'extraction des CO-HAPs par méthodologie
QuEChERS

Trois mélanges de sels sont testés :
- un mélange de sels sans tampon (noté « Sels 1 ») contenant 4 g de MgS0O, et 1 g de NaCl,
- un mélange de sels contenant un tampon citrate (noté « Sels 2 »), utilisé dans la norme
européenne EN 15662 (Afnor, 2009), comprenant 4 g de MgS0,, 1 g de NaCl, 1 g de citrate

trisodique dihydraté (TSCD) et 0,5 g d’hydrogénocitrate disodique sesquihydraté (DHS),

- un mélange de sels contenant un tampon acétate (noté « Sels 3 »), utilisé dans la norme

américaine AOAC 2007.01 (AOAC, 2007), comprenant 6 g de MgS0O4 et 1,5 g de NaOAc.

Une masse de 10 + 0,1 g d’échantillon de pomme, préalablement broyés et homogénéisé, est dopé a

100 pg/kg (100 ppb) avec 100 pL de la solution 6CO-HAPs 1 et 100 pL de solution d’étalon interne

d’extraction (9,10-anthraquinone-d8) a 10 mg/L. Un volume de 20 mL d’acétonitrile est ajouté dans le
tube correspondant. Celui-ci est ensuite fermé, agité vigoureusement (manuellement) pendant 1 min
et placé 15 min a 30 °C dans un bain a ultrasons ou la fréquence est fixée a 30 kHz. Un des trois

mélanges de sels (Sels 1, Sels 2 ou Sels 3) est ajouté. Le contenu du tube est ensuite agité

vigoureusement une deuxieme fois pendant 1 min puis centrifugé a 3500 rpm pendant 10 min. 1 mL
du surnageant organique (Vsurnageant = 18 mL) est récupéré et concentré a sec. Le résidu est dissout dans
100 pL de solution d’étalon interne d’analyse (9-fluorénone-d8) a 0,1 mg/L dans I'acétonitrile. L'extrait
est ensuite analysé par GC-MS en mode SIM (partie 2.6.3) aprés conservation dans un micro-insert de

100 pL.

2.4.4, Procédures de concentration des extraits contenant des CO-HAPs

L'analyse de composés a I'état de traces nécessite des phases de concentration des extraits obtenus.

Deux techniques d’évaporation de solvants sont testées :

- une concentration sous flux d’azote,

- une concentration sous vide au moyen d’un évaporateur de type SpeedVac™.

Page | 96



Chapitre 2. Matériel et Méthodes

Le protocole présenté en parties 2.4.3.2 est repris en utilisant I'acétate d’éthyle comme solvant
d’extraction et le mélange de sels 1. La comparaison des procédures de concentration est réalisée sur

1 mL d’extrait de pomme placé dans un tube a essai de 7 mL.

24.4.1. Concentration sous flux d’azote

Un flux d’azote est envoyé sur la surface de 1 mL d’extrait a évaporer a travers une pipette pasteur en
verre. Il est maintenu avec un faible débit grace a un manometre de contréle (avec une pression
moyenne de - 0,5 bar). Au long de I'étape de concentration, la pipette pasteur est déplacée
verticalement vers la surface de I'extrait pour qu’elle reste entre 1 cm et 2 cm au-dessus de la surface
du liquide. L'extrait est concentré a sec et le résidu est ensuite dissout dans 100 uL de solution d’étalon
interne d’analyse (9-fluorénone-d8) a 0,1 mg/L dans I'acétonitrile. L’extrait est ensuite analysé par GC-

MS en mode SIM (partie 2.6.3) apres conservation dans un micro-insert de 100 pL.

24.4.2. Concentration au moyen d’un évaporateur de type SpeedVacTM

La concentration est réalisée au moyen d’un systéme d’évaporation sous vide de type SpeedVac™
(Thermo Scientific, Savant SC210A SpeedVac™) permettant la concentration de plusieurs extraits en
méme temps. Le systéme est équipé d'une chambre revétue de Téflon®, d’'un piége a vapeur réfrigéré
(Thermo Scientific, RVT400) qui condense et piége les vapeurs des solvants et également de deux

niveaux de chauffage pour une évaporation optimisée (Figure 30).
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Chambre sous vide

piege réfrigéré

Pompe
avide

SpeedVac 1Nl

Figure 30 : lllustrations de I'évaporateur sous vide « SpeedVac™ » utilisé pour la concentration des

extraits

L’extrait est concentré a sec sans I'utilisation du chauffage et le résidu est ensuite dissout dans 100 uL
de solution d’étalon interne d’analyse (9-fluorénone-d8) a 0,1 mg/L dans I'acétonitrile. L’extrait est

ensuite analysé par GC-MS en mode SIM (partie 2.6.3) apres conservation dans un micro-insert de 100

uL.
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2.4.5. Choix et optimisation de la méthode de purification des extraits QUEChERS
contenant des CO-HAPs

Des purifications de I'extrait QUEChERS sont testées :

- par dSPE (partie 2.4.5.1), sur des échantillons de pomme, carotte, pomme de terre et salade,

- par MEPS (partie 2.4.5.2), en utilisant 3 supports de rétention différents sur des échantillons
de carotte,

- par SPE (partie 2.4.5.3), en utilisant 4 phases de rétention différentes dont deux MIP (partie

2.4.5.4) sur des échantillons de carotte.

Pour toutes ces méthodes de purification (excepté la MEPS), un échantillon de 10 g de broyat
d’échantillon de fruit ou de légume issus du commerce est utilisé. Dans un tube a centrifuger, il est

dopé a 100 pg/kg avec 100 pL de la solution 6CO-HAPs 1 et 100 pL de la solution d’étalon interne

d’extraction (9,10-anthraquinone-d8) a 10 mg/L. Un volume de 20 mL d’acétate d’éthyle est ensuite
ajouté. Celui-ci est ensuite fermé, agité vigoureusement (manuellement) pendant 1 min et placé 15
min a 30 °C dans un bain a ultrasons ou la fréquence est fixée a 30 kHz, puis centrifugé a 3500 rpm
pendant 10 min. Le mélange de sels 1 (4 g de MgS0, et 1 g de NaCl) est ajouté. Le tube est agité

vigoureusement une deuxieme fois pendant 1 min puis centrifugé a 3500 rpm pendant 10 min.

Des aliquots du surnageant sont ensuite utilisés pour étre purifiés au moyen des différentes méthodes.

Trois CO-HAPs sont plus particulierement suivis pour la comparaison de chaque méthodologie : le 1-

naphtaldéhyde, la 9-fluorénone et la 9,10-anthraquinone.

2.4.5.1. Purification des extraits QUEChERS contenant des CO-HAPs par dSPE

Une purification des extraits QUEChERS d’échantillons de pomme, carotte, pomme de terre et salade
est réalisée par dSPE. Elle met en ceuvre un aliquot de 10 mL de surnageant qui est transféré dans un
tube de centrifugation en verre de 35 mL contenant 0,4 g de PSA (Amines primaire et secondaire) et
1,2 g de MgS0O, (Q-sep®, Restek). Le tube est agité vigoureusement pendant 1 min puis centrifugé a
3500 rpm pendant 10 min. Le surnageant est récupéré, puis concentré a sec avec le systeme
d'évaporation sous vide (SpeedVac™). Le résidu est repris dans 100 pL de solution d’étalon interne de

9-fluorénone-d8 préparée dans I'acétonitrile a 0,1 mg/L, puis transféré dans des micro-inserts en verre
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de 100 pL a fond conique. Ces micro-inserts sont introduits dans des piluliers fermés par des bouchons

en silicone et téflon. L'extrait est ensuite analysé par GC-MS en mode SIM (voir partie 2.6.3).

L’extrait est comparé a une solution de référence qui comporte les 6 CO-HAPs a 5 mg/L chacun, la 9,10-
anthraquinone-d8 a 5 mg/L et la fluorénone-d8 a 0,1 mg/L ; ces concentrations correspondent au cas
de figure ol les CO-HAPs sont totalement récupérés a partir de I’ajout initial a I’échantillon (100 pg/kg

pour 10 g d’échantillon).

L’adaptabilité de cette méthodologie a extraire les CO-HAPs a de plus faibles concentrations (< 100
ug/kg) est testée exclusivement a partir d’échantillons de pomme et de carotte. Des microvolumes des

solutions « 6CO-HAPs 2 » et « 6CO-HAPs 3 » sont utilisés pour tester des concentrations ajoutées a

I’échantillon de 1, 5 et 10 pg/kg.

2.45.2. Purification des extraits QUEChERS contenant des CO-HAPs par MEPS

2.4.5.2.1. Optimisation des conditions de purification des extraits QUEChERS contenant

des CO-HAPs par MEPS

Une purification des extraits QUEChERS d’échantillons de carotte est réalisée par MEPS ; la procédure
est inspirée d’'une méthodologie réalisée au laboratoire et qui concerne la purification d’extraits de
pomme contenant des HAPs (Paris et al., 2019). Elle met en ceuvre, dans un premier temps pour
I’'optimisation, 1 mL de surnageant concentré a sec au moyen de I'évaporateur de type SpeedVac™. Le
résidu sec est repris dans 1 mL de solvant adapté au chargement de la seringue MEPS avant
purification. Les solvants testés pour la dissolution du résidu sec sont le dichlorométhane, I'éthanol, le

méthanol, le cyclohexane, un mélange eau ultra pure-éthanol (1/1, v/v) et de I'’eau ultra pure.

La seringue de MEPS est équipée d’une phase de rétention (solide compacté) sertie dans I'aiguille.

Trois phases de rétention sont testées :

- unsolide compacté constitué d’une phase inverse de type C18,

- unsolide compacté constitué d’une phase de type PEP (copolymere de styrene-divinylbenzéne
(PS-DVB) modifié avec des groupements fonctionnels urée),

- un solide compacté constitué d’une phase de type M1 (80% de phase inverse C8 et 20 % de

silice échangeuse de cations).
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Aprés passage en MEPS du résidu sec dissout dans 1 mL de solvant, I'acétonitrile est choisi comme
solvant d’élution a raison de 50 ou 100 pL pour vérifier par la suite la présence des CO-HAPs par GC-

MS.

2.4.5.2.2. Conditions optimisées de purification des extraits QUEChERS contenant des

CO-HAPs par MEPS

10 mL de surnageant d’extrait QUEChERS de carotte est dopé a 10 pg/kg avec 100 pL de la solution
6CO-HAPs 2 et 100 pL de solution de 9,10-anthraquinone-d8 a 10 mg/L. L’extrait dopé est concentré a
sec puis dissout dans 10 mL d’EUP avant purification par MEPS. Une seringue de MEPS de capacité
volumique de 250 L est utilisée ; elle est équipée d’un cylindre contenant une phase stationnaire de
type C18 sertie dans l'aiguille. La phase stationnaire est conditionnée en aspirant et en évacuant 2x200
uL d’EUP puis 2x200 pL d’acétonitrile (Figure 31). Par la suite, 5x200 uL de I'extrait sont aspirés et
évacués au moyen de la seringue (Figure 31). Les composés retenus par la phase stationnaire du
cylindre sont ensuite élués par aspiration puis évacuation de 50 pL d’acétonitrile. Ensuite, 50 puL d’une
solution d’étalon interne (9-fluorénone-d8 dans I'acétonitrile) a 0,2 mg/L est ajoutée. le volume total
est conservé dans un insert en verre de 100 pL contenu dans un pilulier de 2 mL avant injection en GC-
MS en mode SIM. La seringue de MEPS est rincée, avant toute autre utilisation, en aspirant et en

évacuant 2x200 pL d’EUP puis 2x200 pL d’acétonitrile.
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Figure 31 : Schéma de la procédure de purification d’extraits QUEChERS de carotte par micro-

extraction par solide compacté (MEPS)

2.4.5.3. Purification des extraits QUEChERS contenant des CO-HAPs par SPE

Une purification des extraits QUEChERS d’échantillons de carotte est réalisée par SPE au moyen de

deux phases solides :

une résine SPE polymérique présentant une rétention en phase inverse modifiée au moyen de
groupements polaires de type « Balance Hydrophile-Lipophile » (HLB, AttractSPE™ HLB,
particules 40 um, pores 80 A, Surface spécifique 800m?/g, AFFINISEP, Paris, France)

une résine SPE fortement hydrophobe constituée d’un copolymére de styréne et de
divinylbenzéne (PS-DVB, AttractSPE™ DVB AFFINISEP, particules 40 pm, pores 80 A, Surface

spécifique 800m?/g, Paris, France).
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La procédure implique I'utilisation de 10 mL du surnageant auxquels sont additionnés 50 uL de la

solution 6CO-HAPs 1 (ajout d’une concentration équivalente de 100 pg/kg a I’échantillon de carotte).

Cinquante microlitres de solution d’étalon interne d’extraction (9,10-anthraquinone-d8) a 10 mg/L
sont ensuite ajoutés. L’ensemble est évaporé a sec au moyen de I'évaporateur de type SpeedVac™. Le
résidu est dissout dans 1 mL de cyclohexane et vortexé pendant 1 min. Cet extrait est ensuite purifié
par SPE, les cartouches utilisées de type HLB et PS-DVB (AttractSPE™) ont un volume de 1 mL et

contiennent 30 mg de résine polymérique.

La purification est réalisée au moyen d’'un montage de type Visiprep Solid Phase Extraction Vacuum
Manifold (Supelco) équipé de 12 ports pour capillaires en polytétrafluoroéthylene (PTFE) (diamétre
externe de 3 mm, diamétre interne de 1 mm et longueur de 3,1 cm) permettant la purification
simultanée de plusieurs extraits au moyen des cartouches d’extraction en phase solide (Figure 32). Les
capillaires et les valves du montage sont rincés au préalable au moyen d’environ 5x1 mL d’éthanol puis
de 5x1 mL d’eau ultrapure. Ces éléments sont ensuite retirés du montage et introduits dans un bécher
contenant de I’éthanol qui est placé 15 min dans un bain a ultrasons a température ambiante. lls sont
ensuite nettoyés avec du liquide vaisselle neutre et rincés a I’eau du robinet. Les capillaires et les valves
sont ensuite placés une nuit dans un bain d’Extran® et d’eau (environ 25 mL d’Extran® pour 5 L d’eau).

Le lendemain, ils sont rincés a I’eau ultrapure avant de pouvoir étre réutilisés

GSUPELCO ™"

NG|

Figure 32 : Photographie du montage Visiprep utilisé pour la purification d’extraits QUEChERS par SPE

La procédure optimisée de purification de I'extrait au moyen des cartouches de SPE est réalisée en 5
étapes (voir Figure 33 et Tableau 18). Elle inclut tout d’abord un conditionnement du support de la

cartouche avec successivement 1 mL d’acétate d’éthyle, 1 mL d’eau ultra pure puis 1 mL de
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cyclohexane. Aprés dép6t de I'extrait (1 mL dans le cyclohexane), 1 mL d’eau ultra pure est utilisé pour
éliminer les substances hydrophiles par ringage. Un flux d’air d’environ 30 secondes est appliqué afin
d’assécher complétement le support solide. L’élution est réalisée par ajout de 1,5 mL d’acétate

d’éthyle qui représente un volume optimisé pour la récupération des CO-HAPs.

1mL Flux 1,5mL
1 mL d’acétate d’éthyle IlmL ) d’I;Tl]JP drair  d'acétate
1 mL d’EUP d’extrait

} ~30sec  déthyle
1 mL de cyclohexane _\, l i
O

l

}
1mL E U H‘i Cartouche
[
E v v v v

Figure 33 : lllustration de la procédure de purification par extraction en phase solide (SPE) au moyen

Conditionnement

Sous Chargement
vide

Lavage

Séchage

Elution

des supports solides HLB et PS-DVB

Page | 104



Chapitre 2. Matériel et Méthodes

Tableau 18 : Parametres optimisés de la procédure de purification par extraction en phase solide (SPE)

au moyen des supports solides HLB et PS-DVB

Etapes Solvant Volume Débit
Acétate d'éthyle 1mL 2 gouttes /s
Conditionnement Eau Ultra Pure 1mL 2 gouttes /s
Cyclohexane 1mL 2 gouttes /s
Chargement Echantillon 1mL 1 goutte / s
Ringage Eau Ultra Pure 1mL 1 goutte /s

Séchage -

Elution Acétate d'éthyle 1,5mL 1 goutte /s

Le volume récupéré aprés élution est évaporé a sec sous vide au moyen de |'évaporateur de type
SpeedVac™. Le résidu est repris dans 100 pL d’une solution d’étalon interne (9-fluorénone-d8 dans
I’acétonitrile) a 0,1 mg/L, puis transféré dans des micro-inserts en verre de 100 pL a fond conique
contenus dans des piluliers de 2 mL. L’extrait final est conservé au congélateur a -26°C avant d’étre

analysé par GC-MS en mode SIM (voir partie 2.6.3).

2454, Purification des extraits QUEChERS contenant des CO-HAPs par Extraction

en Phase Solide de type Polymere a Empreinte Moléculaire (SPE MIP)

Une purification des extraits QUEChERS d’échantillons de carotte est réalisée par SPE au moyen de

deux phases solides de type « Polymeére a Empreinte Moléculaire » (MIP) :

- une phase solide contenant I'empreinte moléculaire d’Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques

(MIP HAP, AFFINIMIP® SPE PAHSs, particules 25-80 um, 100 mg adsorbant, AFFINISEP, Paris, France),

- une phase solide contenant I'empreinte moléculaire de composés phénoliques (MIP Phénoliques,

AFFINIMIP® SPE Phénoliques, particules 25-80 um, 100 mg adsorbant, AFFINISEP, Paris, France).

La procédure de purification est réalisée sur la méme base d’échantillon que précédemment (partie

2.4.5.3). Dix millitres d’extrait QUEChERS de carotte sont additionnés de 50 uL de solution 6CO-HAPs 1

(concentration ajoutée de 100 pg/kg pour I’échantillon de carotte) puis de 50 uL de solution d’étalon
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interne d’extraction (9,10-anthraquinone-d8) a 10 mg/L. L’'ensemble est évaporé a sec au moyen de
I’évaporateur de type SpeedVac™. Le résidu est dissout dans 3 mL de cyclohexane puis vortexé
pendant 1 min. L'extrait est alors purifié par SPE au moyen de cartouches de 3 mL remplie de polymere
a empreinte moléculaire (MIP SPE) de type MIP HAP et MIP Phénoliques. Le montage utilisé (Visiprep

Solid Phase Extraction Vacuum Manifold) est identique a celui présenté en partie 2.4.5.3.

La procédure optimisée de purification de I'extrait au moyen des cartouches de SPE MIP est aussi
réalisée en 5 étapes (voir Tableau 19). Elle difféere relativement peu de la procédure menée par SPE
(voir partie 2.4.5.3) a savoir que la succession de solvants utilisée est identique, les volumes sont pour

leur part portés a 3 mL (au lieu de 1 mL) et I’élution est réalisée au moyen de 4 mL d’acétate d’éthyle.

Tableau 19 : Parametres optimisés de la procédure de purification par extraction en phase solide (SPE)

au moyen des supports solides MIP HAP et MIP Phénoliques

Etapes Solvant Volume Débit
Acétate d'éthyle 3mL 2 gouttes /s
Conditionnement Eau Ultra Pure 3mL 2 gouttes /s
Cyclohexane 3mL 2 gouttes /s
Chargement Echantillon 3mL 1goutte /s
Ringage Eau Ultra Pure 3mL 1 goutte /s

Séchage -

Elution Acétate d'éthyle 4 mL 1 goutte /s

Le volume récupéré apres élution est évaporé a sec sous vide au moyen de I'évaporateur de type
SpeedVac™. Le résidu est repris dans 100 pL d’une solution d’étalon interne (9-fluorénone-d8 dans
I’acétonitrile) a 0,1 mg/L, puis transféré dans des micro-inserts en verre de 100 pL a fond conique
contenus dans des piluliers de 2 mL. L’extrait final est conservé au congélateur a -26°C avant d’étre

analysé par GC-MS en mode SIM (voir partie 2.6.3).
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2.5. Procédure finale d’extraction et de purification des
CO-HAPs : application aux échantillons végétaux issus de
jardins potagers urbains ou exposés a plusieurs sources

de combustion

Dans cette partie, la stratégie globale optimisée d’extraction et de purification des CO-HAPs est
reportée depuis I’échantillon végétal jusqu’a I'analyse. Elle consiste en une phase d’extraction par la
méthode QUEChERS puis a une purification réalisée grace a une extraction en phase solide utilisant
une phase stationnaire de type HLB (Balance Hydrophile-Lipophile).

Une masse de 10 g d’échantillons broyés et homogénéisés est pesée dans un tube a centrifuger. Un
volume de 100 pL de solution d’étalon interne d’extraction (9,10-anthraquinone-d8) a 1 mg/L et 20 mL
d’acétate d’éthyle sont ajoutés dans le tube. Celui-ci est ensuite fermé, agité vigoureusement
(manuellement) pendant 1 min et placé 15 min a 30 °C dans un bain a ultrasons ou la fréquence est
fixée a 30 kHz. Un mélange de sels composé de 4 g de sulfate de magnésium (MgS0,) et de 1 g de
chlorure de sodium (NaCl) est ajouté. Le tube est agité vigoureusement une deuxieme fois pendant 1
min puis centrifugé a 3500 rpm pendant 10 min. Le surnageant (Vsurnageant = 18 mL) est concentré a sec
avec le systéme d'évaporation sous vide SpeedVac™. Le résidu est repris par ajout de 1 mL de
cyclohexane puis vortexé pendant 1 min. Cet extrait est ensuite purifié au moyen d’une cartouche SPE
de type HLB contenant 30 mg de résine polymérique. La phase solide de la cartouche est tout d’abord
conditionnée avec successivement 1 mL d’acétate d’éthyle, 1 mL d’eau ultra pure puis 1 mL de
cyclohexane. Aprés dépét de I'extrait (dans le cyclohexane), 1 mL d’eau ultra pure est utilisé pour
rincer. Un flux d’air d’environ 30 secondes est appliqué afin d’assécher le support solide. L’élution est
réalisée par ajout de 1,5 mL d’acétate d’éthyle. Le volume d’éluat recueilli est concentré a sec avec le
systétme d'évaporation sous vide SpeedVac™. Le résidu est repris par 100 pL de solution de 9-
fluorénone-d8 préparée dans I'acétonitrile a 0,1 mg/L. 1 uL de cet extrait final est injecté en GC-MS

avec une détection en mode SIM.
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2.6. Techniqgues et méthodes analytiques

2.6.1. Matériel d’analyse (GC-MS)

Deux appareils de chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS)
sont utilisés pour I'analyse des CO-HAPs. Le premier possédant un analyseur de masse de type « Trappe
lonique » (partie 2.6.1.1) est utilisé pour I'optimisation de la séparation ainsi que pour I'identification
des analytes. Le deuxiéme possédant un analyseur de type « quadrupdle » (partie 2.6.1.2) est utilisé

pour la quantification.

2.6.1.1. GC-MS de type « Trappe lonique »

L’appareil de GC-MS de type « trappe ionique » est un chromatographe Varian™ 3800 couplé & un
spectrométre de masse a trappe ionique Saturn™ 2000R (Varian, Santa Clara, US) (Figure 34).
L’ensemble est piloté par un ordinateur équipé du logiciel Saturn GC/MS workstation® version 5.52
permettant I'acquisition et I'exploitation des données. Une colonne capillaire Phenomenex ZB-5MS
(5% Phényl-aryléne, 95% méthylpolysiloxane), de 60 m de longueur, 0,25 mm de diamétre intérieur et
0,25 um d’épaisseur de film est utilisée. L’hélium Alphagaz de pureté 99,999 % (Air Liquide, Paris,
France) est utilisé comme gaz vecteur avec un débit de 1,5 mL/min. La détection s’effectue grace a un
spectrometre de masse a piége d’ions permettant I'utilisation du mode lonisation Electronique (El) et
du mode d’lonisation Chimique (Cl) par utilisation d’acétonitrile comme liquide réactant.

La température de l'interface entre la GC et le spectrométre de masse est maintenue a 320 °C et Ia
température de la source d’ions a 150 °C. Une analyse par balayage total des rapports m/z (full scan)
est tout d’abord effectuée en El dans le but d’identifier les CO-HAPs grace a leurs spectres de masses
complets. La durée de I'acquisition de chaque spectre est fixée a 1 seconde. Une analyse en Cl est
ensuite réalisée pour confirmer I'identification. L’acquisition en mode « full scan » est effectuée sur
une gamme de valeurs pour les rapports m/z comprise entre 44 et 350 aprés un délai de 7 min pour

éviter la détection du solvant.
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Figure 34 : Chromatographe en phase gazeuse (GC-Varian™) et spectrométre de masse a piége

d’ions (MS-Saturn™)

2.6.1.2. GC-MS de type « quadrupdle »

Les analyses chromatographiques sont réalisées avec un chromatographe en phase gazeuse Shimadzu
GC-2010 Plus couplé a un spectrométre de masse quadripolaire QP 2010 SE (Figure 35). L’'ensemble
est piloté par un ordinateur équipé du logiciel GCMS solution version 4.45. L’appareil est équipée d’'une
colonne capillaire DB5-MS (60 m de longueur, 0,25 mm de diamétre interne, 0,25 um d’épaisseur de
film de phase stationnaire 5%-phényl 95%- diméthylarylénesiloxane) de marque J&W agilent (Folsom,
USA). L’hélium (99,999 %) est utilisé comme gaz vecteur. La détection s’effectue grace a un
spectrometre de masse QP 2010 (Shimadzu Scientific Instruments) utilisant une source d’ionisation
électronique (EI) associée a un analyseur de masse quadripolaire. La température de I'interface entre
la GC et le spectrometre de masse est maintenue a 320 °C et la température de la source d’ions est a
150 °C. Une analyse par balayage total des rapports m/z (full scan) est tout d’abord effectuée dans le
but de repérer les CO-HAPs grace a leur spectre de masse complet La durée de I'acquisition de chaque
spectre est fixée a 0,3 s (0,3 seconde par scan). Une détection spécifique d’ions est ensuite réalisée
pour chaque composé grace au mode d’isolement d’ions SIM (single ion monitoring) de I'analyseur de

masse.
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Figure 35 : Chromatographe en phase gazeuse (GC) et spectrométre de masse quadripolaire (MS)

Shimadzu

2.6.2. Méthode optimisée de séparation des CO-HAPs et Nitro-HAPs par GC-MS

L'optimisation de la méthode de séparation des CO-HAPs, a travers |'utilisation d’une solution
contenant des CO-HAPs et Nitro-HAPs, est réalisée au moyen de I'appareil de GC-MS de type « trappe
ionique ». Les mémes conditions d’analyses chromatographiques sont par la suite utilisées aussi au
moyen de I'appareil de GC-MS de type « quadripble ». Le flux du gaz vecteur (hélium) est de 1,5
mL/min. La température de I'injecteur est fixée a 180 °C, 1 ulL d’extrait est introduit et les injections
sont réalisées en mode « splitless ».

Le programme de température du four (Figure 36) commence a 90 °C pendant 5 min. La température
est ensuite augmentée de 45 °C/min jusqu’a 190 °C, puis de 5 °C/min jusqu’a 230 °C et maintenue
pendant 6 min, Enfin la température est augmentée de 5 °C/min jusqu’a 310 °C et reste maintenue

pendant 20 min. La durée totale du programme de température est de 57 min.
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Figure 36 : Programme de température du four de la GC pour la méthode optimisée de séparation

des CO-HAPs et Nitro-HAPs par GC-MS

La détection des composés s’effectue par isolement d’ions (mode SIM) en divisant I'analyse en 5

segments de temps (Tableau 20).

Tableau 20 : Segments de temps et rapports m/z ciblés en GC-MS pour la méthode de séparation

optimisée des CO-HAPs et Nitro-HAPs

Segments d'analyse Rapports m/zciblés Composés recherchés Temps de
(min) rétention (min)
0,0-7,0 - Pas d'acquisition -
7,0-13,0 158, 102 1,4-naphtoquinone 12,22
13,0- 15,9 156, 128 1-naphtaldéhyde 13,23
131,103 2-formyl-(E)-cinnaamaldéhyde 13,73
127,115,173 1-nitronaphtaléne 14,31
102, 130 1,2-naphtoquinone 14,31
105, 182 benzophénone 14,48
115,187 2-méthyl-1-nitronaphtaléne 14,55
127,173,115 2-nitronaphtaléne 14,86
168, 140 1-acénaphténone 15,06
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152,171,115 2-nitrobiphényl 15,23
115, 187,128 2-méthyl-4-nitronaphtaléne 15,65
15,9-19,0 188 9-fluorénone-d8 16,10
180, 152 9-fluorénone 16,16
115, 128, 187 1-méthyl-4-nitronaphtaléne 16,31
187,115, 141 1-méthyl-6-nitronaphtaléne 16,73
199, 152 3-nitrobiphényl 17,26
198, 126, 154 anhydride 1,2-naphtalique 17,61
181, 152 2-2'-biphényldicarboxaldéhyde 17,89
196, 168, 139 xanthone 18,16
154, 126, 182 acénaphtenequinone 18,30
19,0-23,0 126, 198, 154 anhydride 2,3-naphtalique 19,33
218,114 1,5-dinitronaphtaléne 19,41
196, 168, 139 6H-dibenzo[bd]pyran-6-one 19,94
188, 216 9,10-anthraquinone-d8 20,40
180, 208, 152 9,10-anthraquinone 20,47
213,183,139 3-nitrodibenzofurane 20,76
199, 169, 152 5-nitroacénaphténe 21,28
198, 154, 126 anhydride 1,8-naphtalique 21,82
126, 208, 152 1,4-anthraquinone 22,14
210,152 4,4'-biphényldicarboxaldéhyde 22,28
23,0-32,0 165, 222 2-méthyl-9,10-anthraquinone 23,71
211,165 2-nitrofluorene 23,74
206,178 9-phénanthrénecarboxaldéhyde 24,19
223,176, 165 9-nitroanthracéne 24,41
180, 152, 208 9,10-phénanthrénequinone 26,04
225,195,151 2-nitro-9-fluorénone 26,04
223,195,176 9-nitrophénanthrene 26,24
229,139,199 2-nitrodibenzothiophene 26,99
223,176,193 3-nitrophénanthrene 27,40
223,177 2-nitroantracene 28,54
237,207,178 9-méthyl-10-nitroanthracéne 28,73
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101, 203,230 benzo[a]fluorénone + 29,64

benzo[b]fluorénone

230, 203, 101 benzanthrone 30,95
32,0-56,0 230, 203, 101 1-pyrenecarboxaldéhyde 32,75
232,192,116 Acéanthrenequinone 32,87
247,201 2-nitrofluoranthéne 33,59
247,201 3-nitrofluoranthéne 33,67
247,201 4-nitropyrene 34,01
258, 230,101 1,2-benzanthraquinone 34,54
247,201,189 1-nitropyréne 35,22
247,201, 189 2-nitropyrene 35,22

Les rapports m/z soulignés sont ceux utilisés pour la quantification (mesure de I’aire du pic du composé).

2.6.3. Méthode réduite de séparation des CO-HAPs par GC-MS

Une méthode d’analyse plus courte que la méthode optimisée de séparation des 64 hydrocarbures
aromatiques oxygénés et nitrés est utilisée pour la mise au point et I'optimisation de la méthode de
préparation d’échantillons. Cette méthode, réalisée au moyen du GC-MS quadripolaire, possede les
mémes parametres d’analyse que la méthode précédente excepté pour le programme de température

(Figure 37).

Le programme de température du four commence a 90 °C pendant 1 min. La température est ensuite
augmentée de 55 °C/min jusqu’a 200 °C, puis de 10 °C/min jusqu’a 270 °C et maintenue pendant 5
min. La température est enfin augmentée de 25 °C/min jusqu’a 310 °C puis maintenue pendant 12 min.

La durée totale du programme est de 38 min.
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Figure 37 : Programme de température du four de la GC pour la méthode réduite de séparation des

CO-HAPs en GC-MS

La détection des composés s’effectue par isolement d’ions (mode SIM). Cette méthode réduite de
séparation vise spécifiguement la détection de 8 composés (6 composés a quantifier et 2 étalons

internes) ; les rapports m/z des ions isolés sont précisés dans le Tableau 21.

Tableau 21 : Segments de temps et rapports m/z ciblés en GC-MS pour la méthode de séparation

réduite des CO-HAPs

Segments d'analyse Rapports m/z ciblés  Composés recherchés Temps de
(min) rétention (min)
0,0-7,0 - Pas d'acquisition -
7,0-27,5 130, 102 1,4-naphtoquinone 9,00
156, 128 1-naphthaldéhyde 9,50
180, 152 9-fluorénone 13,93
188 9-fluorénone-d8 13,84
208, 180 9,10-anthraquinone 18,76
216,188 9,10-anthraquinone-d8 18,66
198, 154 anhydride 1,8-naphtalique
27,5- 38,0 258, 230 1,2-benzanthraquinone 29,79

Page | 114



Chapitre 2. Matériel et Méthodes

2.6.4. Programme complémentaire entre chaque analyse par GC-MS

Avant et apres chacune des analyses par GC-MS, un programme ayant pour but d’éliminer les résidus
des analyses précédentes est appliqué. La température initiale du four est de 90 °C puis elle est
augmentée de 50 °C/min jusqu’a 310 °C, et maintenue pendant 11 min. Ce programme dure 15,40
min. Le débit du gaz vecteur (hélium) est de 1,5 mL/min et la température de I'injecteur est fixée a 300

°C.
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2.7. Evaluation des performances analytiques de Ia

méthode d’analyse

Les performances analytiques de la méthode d’extraction, de purification, puis d’analyse en GC-MS
sont évaluées en termes de taux de recouvrement, linéarité, fidélité (répétabilité et reproductibilité),

sensibilité (limites de détection LOD et de quantification LOQ) et d’effet potentiel lié a la matrice.

Les résultats sont basés sur des mesures d’aires relatives par intégration des pics des CO-HAPs ciblés
(rapports m/z présentés en Tableau 21) et de celui de la 9,10-anthraquinone-d8 utilisé comme étalon
interne pour la méthodologie dans sa globalité (extraction, purification, analyse par GC-MS). La qualité

de chaque analyse est vérifiée par intégration du pic de la 9-fluorénone-d8 (étalon interne d’analyse).

2.7.1. Taux de recouvrement

Des taux de recouvrement de trois CO-HAPs sont calculés pour la procédure globale (parties 2.5 et
2.6.3). lls sont calculés pour une récupération d’une quantité ajoutée de 1 pg (100 pg/kg) de chaque
CO-HAPs a 10 g d’un échantillon broyé de carotte. L’ajout est réalisé au moyen de 100 pL de la solution
6CO-HAPs 1 (chacun a 10 mg/L) et 100 pL de solution de 9,10-anthraquinone-d8 a 1 mg/L. Les
échantillons dopés sont soumis, par la suite, a I'extraction QUEChERS puis a la purification par SPE HLB.
Les extraits concentrés a sec apres purification sont tous additionnés de 100 uL de solution de 9-
fluorénone-d8 (étalon interne d’injection) a 0,1 mg/L avant d’étre injecté en GC-MS en mode SIM.
Cette procédure est répétée complétement 3 fois (triplicats). L'absence de chaque CO-HAPs est

vérifiée au moyen d’un échantillon de carotte non dopé.

Une aire relative Aqgops €5t calculée pour chaque CO-HAP et pour chaque extrait final en divisant I'aire

du pic du CO-HAP par I'aire du pic de la 9,10-anthraquinone-d8.

Une solution de référence est préparée avec des concentrations finales en CO-HAPs et 9,10-
anthraquinone-d8 a 10 mg/L et en fluorénone-d8 a 0,1 mg/L. Cette solution de référence est préparée
trois fois puis analysée en GC-MS en mode SIM. Une aire relative A est calculée pour chague CO-HAP
et pour chaque solution de référence en divisant I'aire du pic de chaque CO-HAP par I'aire du pic de la

9,10-anthraquinone-d8.
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Le taux de recouvrement est alors calculé au moyen de la formule suivante :

Moyenne (Agope)n=
Taux de recouvrement (%) =< y (Adope)n 3) x 100

Moyenne(Aréf)n=3

2.7.2. Etude du domaine de linéarité

La linéarité pour la procédure globale (partie 2.5) incluant les étapes d’extraction, de purification et
d’analyse est testée en utilisant des ajouts dosés a I’échantillon. Elle est vérifiée (i) dans un premier
temps, pour des échantillons de pomme avec un nombre limité de CO-HAPs au moyen de la méthode
réduite d’analyse (partie 2.6.3) et, (ii) dans un deuxieme temps, pour des échantillons de salade avec

13 CO-HAPs au moyen de la méthode optimisée d’analyse (partie 2.6.2).

Dans un premier temps, un étalonnage au moyen d’ajouts dosés est mené pour trois CO-HAPs (1-
naphtaldéhyde, 9-fluorénone, 9,10-anthraquinone). Ces ajouts sont réalisés a des broyats de pomme
(10 g) auxquels sont ajoutés 100 uL de solution de 9,10-anthraquinone-d8 a 1 mg/L et entre 0 et 100
uL soit de la_solution 6CO-HAPs 2 soit de la solution 6CO-HAPs 3. Cet étalonnage correspond a des

dopages entre 0 et 10 pg/kg en poids humide de broyat de pomme (0;0,5;1;2;4;6;8; 10 ppb). Le
volume total introduit dans I'échantillon est maintenu constant a 200 plL en complétant si nécessaire
par un ajout d’acétonitrile. Chaque point de gamme est réalisé trois fois (triplicats). La procédure
globale est appliquée aux différents broyats de pomme dopés. L’'extrait final est dissout dans 100 pL
de 9-fluorénone-d8 a 0,1 mg/L avant d’étre analysé par GC-MS en mode SIM au moyen de la méthode

réduite d’analyse (partie 2.6.3).

Dans un second temps, un étalonnage au moyen d’ajouts dosés est réalisé pour treize CO-HAPs

(Tableau 16) en utilisant la salade comme modéle végétal. Cent microlitres de la solution de 9,10-

anthraquinone-d8 a 1 mg/L et entre 0 et 100 pL de la solution 13CO-HAPs 1 sont ajoutés aux 10 g de
broyat de salade pour réaliser une gamme d’étalonnage entre 0 et 10 pg/kg en poids humide (0; 2 ;
4;6; 8; 10 ppb). Le volume total introduit dans I'échantillon est maintenu constant a 200 L en
complétant si nécessaire par un ajout d’acétonitrile. Chaque point de gamme est réalisé trois fois

(triplicats). La procédure globale est appliquée aux différents broyats de salade dopés. L’extrait final
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est dissout dans 100 pL de 9-fluorénone-d8 a 0,1 mg/L avant d’étre analysée par GC-MS en mode SIM

au moyen de la méthode optimisée d’analyse des CO-HAPS et Nitro-HAPs (partie 2.6.2).

Pour chaque CO-HAPs, une aire relative est calculée en divisant I'aire de chaque pic de CO-HAPs par
celle de la 9,10-anthraquinone-d8 (étalon interne pour la méthodologie dans sa globalité). La linéarité
est évaluée par report des aires relatives en fonction des ajouts réalisés au broyat d’échantillon (en
ug/kg). Pour chaque CO-HAPs, le coefficient de détermination (R?) de la droite d’étalonnage est étudié

afin de vérifier la linéarité.

2.7.3. Etude de la fidélité (répétabilité et reproductibilité)

L’étude de la fidélité de la stratégie globale (extraction, purification et analyse) est réalisée pour des
échantillons de broyats de pommes dopés en CO-HAPs a 4 pg/kg en poids humide. Les CO-HAPs visés

sont le 1-naphtaldéhyde, la 9-fluorénone et la 9,10-anthraquinone.

Les pommes broyées et homogénéisées (10 g) sont dopées avec 40 pL de la solution 6CO-HAPs 2, 60

uL d’acétonitrile et 100 pL de solution d’étalon interne (9,10-anthraquinone-d8) a 1 mg/L. Cette
préparation est répétée 5 fois le méme jour pour évaluer la répétabilité (n = 5), et répétée 5 fois
successivement pendant trois jours pour évaluer la reproductibilité (n = 15). La procédure finale
d’extraction et de purification (QUEChERS-SPE, partie 2.5) est appliquée pour chacune de ces
préparations. La méthode réduite d’analyse par GC-MS (partie 2.6.3) est utilisée pour la séparation et
la détection des CO-HAPs. Cinq essais, depuis le broyage jusqu’a I’analyse, sont réalisés sur une méme

journée.

Pour chaque CO-HAP et a I'issue de chaque analyse, un calcul d’aires relatives est effectué par rapport
au pic de la 9-10-anthraquinone-d8 pris comme étalon interne global de la méthodologie. La
répétabilité est évaluée grace au coefficient de variation (%RSD) correspondant a I'écart-type d’une
série de cinq mesures d’aire relative rapportées a la moyenne (n=5). La reproductibilité est évaluée
grace au coefficient de variation (%RSD) des moyennes de séries réalisée chaque jour. Cinq extraits

différents de pomme par jour pendant 3 jours sont analysés (n = 15).
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2.7.4. Détermination des limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ)

La sensibilité de la stratégie globale est évaluée au moyen du calcul de limites de détection (LOD,
Rapport Signal/Bruit = 3) et de limites de quantification (LOQ, Rapport Signal/Bruit = 10). Une approche
décrite dans le recueil international des méthodes d'analyse (Résolution Oeno 7/2000) est adoptée
pour la détermination de ces limites. Cette approche permet de prendre en considération différents
facteurs qui affectent le signal analytique tels que la sensibilité, les effets de matrice et les
interférences. Les LOD et LOQ sont calculées en utilisant la gamme linéaire d’étalonnage réalisée pour
les échantillons de pomme (analysés avec la méthode réduite, partie 2.6.3) et la gamme linéaire
d’étalonnage réalisée pour les échantillons de salade (analysés avec la méthode optimisée de

séparation des CO-HAPs et Nitro-HAPs, partie 2.6.2).
Les limites de détection et de quantification sont calculées en déterminant :

1- La hauteur du signal pour chaque point d'étalonnage (H) (0,5;1;2;4;6; 8; 10 ug/kg pourla
pommeet2;4;6;8; 10 ug/kg pour la salade) est calculées.
2- Le facteur de réponse quantité/signal (R) correspondant a la pente de la régression linéaire de
la concentration ajoutée en CO-HAPs en fonction de la hauteur du signal (H)
3- La hauteur moyenne du bruit de fond autour du pic d'intérét (h) pour chaque point
d'étalonnage est calculées.
Les limites de détection et de quantification méthodologiques sont données par les formules

suivantes :

LOD=3xRxh

LOQ=10xRxh

2.7.5. Effet potentiel de la « matrice échantillon » sur I'étalonnage

L’existence d’un effet de la « matrice échantillon » sur I’étalonnage est relativement courant lors de
I"analyse d’échantillons de fruits et légumes (Dong et al., 2019). En effet, les interférents de la matrice
sont en compétition avec les composés analysés ce qui induit soit une diminution, soit une
augmentation de signal, conduisant a des résultats inexacts. Cet effet est évalué pour dix échantillons

végétaux : quatre fruits (tomates, poires, pommes et mires), cinq légumes (salades de type laitue,
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haricots verts, pommes de terre, concombres, courgettes) et de I’herbe. Trois CO-HAPs (le 1-
naphtaldéhyde, la 9-fluorénone et la 9,10-anthraquinone) sont testés ; ils sont ajoutés aux broyats de

chaque végétal a trois niveaux de concentration a savoir O ug/kg, 1 ug/kg et 4 ug/ks.

Les broyats d’échantillons végétaux (10g) sont additionnés de 100 pL de solution d’étalon interne
(9,10-anthraquinone-d8) a 1 mg/L. Des ajouts équivalents a 0 ug/kg (avec 100 uL d’acétonitrile), 1
pg/kg (avec 100 pL de la solution 6CO-HAPs 3) et a 4 pg/kg (avec 40 pL de la solution 6CO-HAPs 2 et 60

uL d’acétonitrile) sont ensuite réalisés. Chaque ajout pour chaque végétal est réalisé trois fois
(triplicats). La procédure finale d’extraction et de purification (QUEChERS-SPE, partie 2.5) est appliquée
pour chacune de ces préparations. La méthode réduite d’analyse par GC-MS (partie 2.6.3) est utilisée

pour la séparation et la détection des CO-HAPs.

Des aires relatives pour chaque CO-HAPs sont calculées au moyen de l'aire de leurs pics
correspondants et de l'aire du pic de I'étalon interne (9,10-anthraquinone-d8). Une droite
d’étalonnage pour chaque CO-HAP (Aire relative = f (concentration ajoutée a I’échantillon)) est réalisée
en trois points d’ajouts aux échantillons (0, 1 et 4 ug/kg) pour chaque échantillon végétal. Chaque point

d’ajout est la moyenne de 3 essais (triplicats pour 0, 1 et 4 ug/kg).

L'effet potentiel lié a la « matrice échantillon » est évalué par rapport a la moyenne des pentes
obtenues pour les droites d’étalonnage des dix échantillons végétaux (Figure 38). La limite
d’acceptabilité d’un effet lié a la matrice (effet sur la pente) est fixée a 10% par rapport a la moyenne

des pentes (Pmoy) au moyen d’une limité inférieure (Li) et d’une limite supérieure (Ls).

Avec :

Li = moyenne des pentes x (1- 0,1)

Pmoy= moyenne des 10 pentes

Ls = moyenne des pentes x (1+ 0,1)
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Figure 38 : Schéma d’évaluation de I'effet lié a la « matrice échantillon » présentant les limites

d’acceptabilité des pentes obtenues

2.7.6. Quantification des CO-HAPs dans les échantillons végétaux

Les extraits des échantillons végétaux sont analysés avec la méthode d’analyse des CO-HAPs et Nitro-
HAPs (partie 2.6.2). La qualité de chaque analyse est vérifiée par intégration du pic de la 9-fluorénone-

d8 (étalon interne d’analyse).

Les concentrations en CO-HAPs présents dans les échantillons végétaux issus de jardins potagers
urbains (partie 2.1.2) ou exposés a des fumées de combustion (partie 2.2) sont déterminées au moyen
des droites d’étalonnage établies pour la salade (partie 2.7.2). Les aires relatives utilisées pour la
guantification sont calculées pour chaque CO-HAP en divisant I'aire du pic de chaque CO-HAP par |'aire
du pic de la 9,10-anthraquinone-d8 (étalon interne de la méthodologie globale). La concentration pour
chaque CO-HAPs est calculée en divisant I'aire relative par la pente de la droite d’étalonnage du CO-

HAPs correspondant.
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Chapitre 3. Développement de la stratégie analytique

3.1. Stratégie de quantification des CO-HAPs dans les

végétaux

Le premier objectif de ce travail de these est de développer une stratégie d’analyse des CO-HAPs
présents dans les fruits et légumes. Pour cela, les différentes étapes de la stratégie d’analyse sont
optimisées, a savoir I'extraction, la purification, la concentration des extraits et enfin I'analyse par

chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS).

Pour I'analyse instrumentale, les parametres de la méthode de séparation en GC-MS sont tout d’abord
optimisés (partie 3.2.1). Ensuite, une stratégie basée sur la complémentarité de deux outils est
appliquée. Celle-ci consiste en |'utilisation dans un premier temps de la GC-MS a trappe ionique (en
mode full scan) pour l'identification des CO-HAPs. Dans un second temps, la GC-MS a quadripodle (en

mode SIM) est utilisée pour la quantification des CO-HAPs dans les échantillons de fruits et [égumes.

Pour la préparation d’échantillons, une méthodologie d’extraction QUEChERS est optimisée en utilisant
le modéle de la pomme (partie 3.3). Ensuite, la purification des extraits QUEChERS est évaluée pour

trois techniques de purification : la dSPE, la MEPS et la SPE (partie 3.4).

La stratégie globale la plus adaptée utilise la 9,10-anthraquinone-d8 comme étalon interne
d’extraction pour réduire la variabilité de la procédure d’extraction et la 9-fluorénone-d8 comme
étalon interne d’analyse pour vérifier la variabilité d’injection. Elle est ensuite validée sur onze matrices
végétales (partie 3.5.2). Les résultats de la validation de la méthodologie (répétabilité, reproductibilité,

linéarité de I'étalonnage, sensibilité, absence d’effet de matrice) sont présentés en partie 3.5.

La méthodologie d’analyse ainsi validée est appliquée a la détermination du contenu en CO-HAPs dans
des fruits et Ilégumes de jardins potagers urbains en Normandie (partie 4.1). Des sources en CO-HAPs
susceptibles d’étre a I'origine de la contamination des fruits et légumes dans les jardins urbains sont
étudiées. Des expositions d’échantillons végétaux a des émissions de combustion de biomasse, de

fumée d’une chaudiere au fioul et de gaz d’échappement d’'un moteur diesel sont réalisées (partie 4.2).
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3.2. Séparation et détection des CO-HAPs par GC-MS

Le but de cette partie est le développement d’'une méthode de séparation et de détection des CO-
HAPs contenus dans les fruits et légumes. La chromatographie en phase liquide (LC) et la
chromatographie en phase gazeuse (GC) sont les deux techniques séparatives les plus utilisées pour
I'analyse des CO-HAPs a I'état de traces dans des échantillons environnementaux et alimentaires
(partie 1.3.4). Cependant la chromatographie en phase gazeuse est la méthode de chromatographie la
plus fréquemment utilisée parce que, d'une part, elle est la mieux adaptée aux composés volatils
comme les CO-HAPs et, d’autre part, elle propose les résolutions (séparation) les plus importantes
dans le cas d’échantillons complexes. De plus, couplée a la spectrométrie de masse (MS), elle permet
d’obtenir de trés bonnes sélectivités. Il est cependant nécessaire dans un premier temps d’optimiser
les paramétres de séparation (type de phase stationnaire, programme de température, débit du gaz
vecteur, température d’injection) et de détection (gamme de masse, isolement d’ions) utilisés par GC-

MS.

Le développement de la méthode d’analyse est effectué grace a des injections directes de CO-HAPs en
solution a 1 mg/L dans I'acétonitrile et présents dans une solution plus complexe fournie par I'[NERIS
et contenant 64 hydrocarbures aromatiques oxygénés et nitrés (Tableau 17). Deux appareils de GC-MS
sont utilisés pour ce développement. Tout d’abord, un GC-MS équipé d’une trappe a ions permettant
de réaliser des analyses aussi bien en mode lonisation Electronique (EI-MS) qu’en mode lonisation
Chimique (CI-MS) ; cet appareil est utilisé depuis une vingtaine d’années et posséde ainsi une banque
de données pour l'identification trés fournie (Ledauphin et al. 2004, 2006, 2010; Haider et al. 2014).
Dans le cadre de cette étude, il est utilisé pour I'optimisation de la séparation et I'identification des
analytes. Le deuxieme appareil est un GC-MS équipé d’un simple quadripdle ; plus récent, il permet
des analyses en mode isolement d’ions (SIM) avec des zones de linéarité plus étendues pour la

guantification.
Deux méthodes d’analyse sont développées au cours de ce travail :

e une méthode longue pour une séparation optimale de 64 hydrocarbures aromatiques
oxygénés et nitrés dont 29 CO-HAPs. Cette méthode sera appliquée par la suite pour la

quantification des CO-HAPs dans les échantillons végétaux,
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e une méthode réduite au niveau du temps d’analyse et permettant un gain de temps
appréciable dans le cas de I'évaluation des meilleures conditions d’extraction et de

purification des échantillons.

3.2.1. Développement de la méthode de séparation des CO-HAPs en GC-MS

Afin d’aboutir aux meilleures conditions de séparation des CO-HAPs par GC-MS, les critéres de choix
de la phase stationnaire (partie 3.2.1.1), du programme de température du four (partie 3.2.1.2), du
débit de gaz vecteur (partie 3.2.1.3) et de la température d’injection (partie 3.2.1.4) ont été évalués.

Ces tests sont menés au moyen de I'appareil de GC-MS de type « Trappe a lons ».

3.2.1.1. Choix de la phase stationnaire

Du fait du caractere plutét hydrophobe des CO-HAPs, les phases stationnaires utilisées pour la
séparation des CO-HAPs par GC sont principalement apolaires. La colonne la plus fréquemment utilisée
pour la séparation des CO-HAPs est de type DB-5MS ou équivalent et possede une phase stationnaire
composée de 5%-phényl 95%-diméthylarylénesiloxane (Alam et al. 2015; Keyte et al. 2016). Afin de
séparer les 64 hydrocarbures aromatiques oxygénés et nitrés, une colonne ZB-5MS équivalente a la
DB-5MS a été utilisée pour réaliser le développement chromatographique. Elles sont de méme nature
chimique et différent seulement par le fournisseur qui les commercialise. Cette phase stationnaire a

un double avantage vis-a-vis de la séparation des CO-HAPs :

e elle est stable jusqu’a des températures avoisinant les 325/350°C, ce qui peut permettre
d’éluer les analytes les plus lourds notamment ceux dont le nombre de cycles aromatiques est
assez élevé (= 3),

o elle est constituée elle-méme de groupements aromatiques situés en surface (groupements
phényle) et dans le cceur du polymere la constituant (groupements aryléne) ce qui engendre
une rétention forte par interaction n-n de I'ensemble des composés aromatiques tels que les

CO-HAPs.

Cette phase stationnaire est aussi reconnue pour son relargage faible (« low bleed ») et sa robustesse

au cours du temps permettant ainsi d’obtenir un bruit de fond relativement peu important dans le
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cadre de futures analyses ol des composés a I'état de traces sont recherchés. Le choix s’est donc

directement porté sur ce type de phase stationnaire a I'exclusion de toute autre.

3.2.1.2. Optimisation du programme de température

La séparation des CO-HAPs est évaluée grace a l'injection directe d’'un mélange de 64 hydrocarbures
aromatiques polycycliques oxygénés et nitrés a une concentration de 1 mg/L chacun préparé dans
I’acétonitrile (Tableau 17). Ce mélange, fourni par I'INERIS, est identique a celui utilisé par Albinet et
al. (Albinet, 2014). Dans un premier temps, le méme programme de température du four du

chromatographe (Tableau 22) est testé.

Tableau 22 : Programme de température du four de la GC développé par Albinet et al.

Vitesse (°C/min) Température (°C) Maintien
(min)
70 5
45 190 -
5 320 5

L'utilisation de ce programme a résulté en une séparation moyenne des composés conduisant a de
nombreuses coélutions et au repérage d’uniquement 10 CO-HAPs sur les 32 CO-HAPs. Afin d’améliorer

la séparation, le programme de température est optimisé aprés de nombreux essais.

La température initiale de la colonne est modifiée de 70°C a 90 °C afin d’éluer plus rapidement le
solvant (acétonitrile). Un palier de température est ajouté a 230°C pour améliorer la résolution de
plusieurs pics. Enfin, la température finale est fixée a 310°C au lieu de 320°C afin d’accroitre la durée

de vie de la colonne (Tableau 23).
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Tableau 23 : Programme de température optimisé pour la séparation des 64 hydrocarbures

aromatiques oxygénés et nitrés

Vitesse Température (°C) Maintien
(°C/min) (min)
- 90 5
45 190 -
5 230 6
5 310 5

Dans ces conditions, 55 composés sur les 64 présents dans la solution testée sont totalement
repérables (28 CO-HAPs, 24 Nitro-HAPs et 3 CO-HAMSs). Parmi les 29 CO-HAPs, seule I'anthrone n’a pu
étre détectée. Les 55 composés sont séparés en environ 50 minutes (Figure 39) soit une douzaine de

minutes de plus que lors des travaux d’Albinet et al. (Albinet, 2014).
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Figure 39 : Chromatogramme obtenu en GC-MS pour I'analyse de la solution contenant 64
hydrocarbures aromatiques oxygénés et nitrés a 1 mg/L dans |'acétonitrile au moyen du programme

de température optimisé

Pour l'identification des composés, voir le Tableau 24.

Cependant, ces conditions optimisées de séparation (colonne ZB-5MS) et de détection (GC-MS) ne
permettent pas de différencier les isoméres de la benzofluorénone (benzo[alfluorénone et

benzo[b]fluorénone) qui possédent un spectre de masse trées proche.
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3.2.1.3. Débit du gaz vecteur

Plusieurs débits de gaz vecteur sont testés afin de gagner en temps d’analyse tout en n’affectant pas
la qualité de séparation. Un débit de 1,5 mL/min permet de gagner 1 a 2 minutes en temps d’analyse

sans changer particulierement la séparation chromatographique des pics (Figure 40).

Intensité

125+

N MMM .

o

Débit de gaz vecteur 1,5 mL/min

ount]

Débit de gaz vecteur 1 mL/min

o] (b) G

1 2

Tr (minutes)

Figure 40 : Chromatogrammes obtenus par GC-MS pour la solution contenant 64 hydrocarbures
aromatiques oxygénés et nitrés au moyen de débits du gaz vecteur de 1,5 mL/min (a) et de 1 mL/min

(b)

Programme de température optimisé ; détection en ionisation électronique en mode « full scan »

3.2.14. Température d’injection

Les CO-HAPs ciblés dans cette étude correspondent a un ensemble de composés possédant des
caractéristiques de volatilité tres différentes. Le choix de la température d’injection doit représenter
un compromis entre (i) une température suffisamment élevée pour permettre la vaporisation des
composés les plus lourds et (ii) une température relativement peu élevée pour éviter une dégradation
des CO-HAPs et Nitro-HAPs qui sont reconnus pour étre thermosensibles. L'effet de la température
d'injection (Figure 41) a été étudié par Albinet et al. (Albinet, 2014) pour des valeurs comprises entre

110 et 280 °C.
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Figure 41 : Effet de la température d'injection sur la réponse chromatographique des Nitro-HAPs et

CO-HAPs sélectionnés. Figure issue des travaux d’Albinet et al. (Albinet, 2014)

Solution étalon a 500 pg /L, 1 pL injecté (n=3). Mode d’injection en pression pulsée a 30 psi. Acquisition en

mode « full scan » et détermination de la réponse sur la base de la surface des pics

Selon les résultats obtenus par Albinet et al. (Albinet, 2014), la réponse des CO-HAPs et Nitro-HAPs est
assez similaire pour des températures d’injection comprises entre 140 °C et 200 °C (Figure 41) excepté
pour les isomeres du dinitropyrene. Les auteurs ont ainsi choisi une température d'injection de 140 °C
pour obtenir une plus grande sensibilité pour les isoméres de dinitropyréne et pour prévenir toute

thermodégradation des CO-HAPs ou Nitro-HAPs (Albinet et al., 2014).

Dans le cas de notre étude, un comparatif est réalisé pour des températures d’injection de I'injecteur

split/splitless de 140°C et 180°C (Figure 42).
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Figure 42 : Chromatogrammes GC-MS superposés du mélange contenant 64 hydrocarbures
aromatiques oxygénés et nitrés pour des températures d’injection de 140°C (en noir) et 180°C (en
rose)

Conditions d’analyse en partie 2.6.2.

L'utilisation d’une température d’injection de 140°C conduit a I’obtention d’une réponse peu adéquate
pour I'ensemble des CO-HAPs avec notamment une réponse quasi-nulle (Figure 42) pour les composés
les plus lourds. Dans cette condition, les composés ne sont donc pas suffisamment vaporisés dans
I'injecteur pour étre entrainés par la suite vers la colonne chromatographique. Pour une température
d’injection de 180°C, la sensibilité est bien meilleure car les composés les plus lourds sont discernables
du bruit de fond (Figure 42). Cette température d’injection de 180°C en mode splitless a ainsi été

sélectionnée par la suite pour réaliser 'ensemble des essais.

3.2.2. ldentification des CO-HAPs par GC-MS

La solution contenant 64 hydrocarbures aromatiques oxygénés et nitrés, dont I'identité des composés
présents a été donnée par I'INERIS, est utilisée pour I'identification et le repérage futur des CO-HAPs
présents dans les extraits d’échantillons. L’attribution des identités de composés est menée au moyen
de la méthode d’analyse de GC-MS optimisée avec une acquisition en mode « full scan ». Les analyses
sont réalisées a la fois en mode lonisation Electronique (El) et pour confirmation en mode lonisation

Chimique (Cl) au moyen d’un appareil de GC-MS équipé d’une trappe a ions.
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3.2.2.1. Analyse en mode ionisation électronique

L'analyse en mode lonisation Electronique permet d’obtenir des fragments caractéristiques de la
structure de chaque composé. Pour ce mode d’ionisation, les CO-HAPs présentent généralement un
ion moléculaire (M**) relativement abondant susceptible d’étre isolé par la suite dans le cas d’une
qguantification. lls présentent aussi quelques fragments de masse utilisables comme ions de
confirmation. Pour exemple, le spectre en mode ionisation électronique de la 9-fluorénone (Figure 43)
posseéde un ion moléculaire de rapport m/z = 180 (pic de base) ainsi qu’un ion fragment de rapport
m/z = 152 (50% du pic de base) pouvant étre utilisé pour confirmer sa présence lors de I'analyse

d’échantillons inconnus.
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Figure 43 : Spectre de masse de la 9-fluorénone en mode ionisation électronique

En mode ionisation électronique, les spectres de masse sont reproductibles du fait que les électrons
permettant l'ionisation ont tous la méme énergie (70 eV) lors de l'analyse. Une recherche
systématique des composés présents dans la solution standard a pu étre opérée grace a ce mode
d’ionisation afin de créer une base de données (Tableau 24) regroupant pour chaque composé le
temps de rétention, les masses molaires, les rapports m/z caractéristiques en mode ionisation

électronique et en mode ionisation chimique (voir partie suivante).
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3.2.2.2. Analyse en mode ionisation chimique

Dans I'optique de pouvoir confirmer I'identité de chaque CO-HAPs, le mode ionisation chimique est
utilisé. Au cours de ce travail, I'ionisation chimique est effectuée en mode positif (PCl) au moyen de la
GC-MS de type trappe a ions par utilisation d’acétonitrile comme liquide réactant. Ce mode
d’ionisation est doux comparé a lI'ionisation électronique et permet de favoriser la sensibilité d’analyse
en diminuant la fragmentation dans la source du spectrometre de masse. Un ion moléculaire protoné
(MH*) représentant la quasi-totalité du spectre est obtenu comme en témoigne la Figure 44 (spectre

de masse de la 9-fluorénone en mode ionisation chimique).
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Figure 44 : Spectre de masse de la 9-fluorénone en mode ionisation chimique (liquide réactant :

acétonitrile)

L’'ensemble des informations spectrales obtenues au moyen de ce mode, grace a I'analyse de la

solution standard, est consigné dans le Tableau 24.
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Tableau 24 : Temps de rétention (tr) et rapports m/z caractéristiques obtenus en modes ionisation électronique (El) et ionisation chimique (Cl) pour la

Chapitre 3.

solution contenant 64 composés aromatiques oxygénés et nitrés

Développement de la stratégie analytique

tr MM Composé lons caractéristiques en El lons caractéristiques en CI

(min)  (g/mol)

9,41 134 phthaldialdéhyde 105 (100 %) 77 (60 %) 134 (25%) 135 (100 %)

9,95 148 anhydride phthalique 104 (100 %) 76 (75 %) 50 (45 %) 149 (100 %)

10,83 158 1,4-naphtoquinone 158 (100 %) 102 (50 %) 130 (50 %) 159 (100 %)

11,70 156 1-naphtaldéhyde 156 (100 %) 157 (100 %)

11,85 160 2-formyl-(E)-cinnamaldéhyde 131 (100 %) 103 (50 %) 77 (50 %) 161 (100 %)

12,66 173 1-nitronaphtaléne 173 (100 %) 115 (90 %) 127 (70 %) 174 (100 %) 157 (35 %)
12,66 158 1,2-naphtoquinone 102 (100 %) 130 (100 %) 159 (100 %)

12,82 182 benzophénone 105 (100 %) 182 (65 %) 183 (100 %)

12,87 187 2-méthyl-1-nitronaphtaléne 115 (100 %) 187 (90 %) 188 (100 %)

12,87 187 1-méthyl-5-nitronaphtaléne 115 (100 %) 187 (90 %) 188 (100 %)

13,15 173 2-nitronaphtaléne 173 (100 %) 127 (65 %) 115 (50%) 174 (100 %)

13,33 168 1-acénaphténone 168 (100 %) 140 (65 %) 169 (100 %)

13,50 199 2-nitrobiphényl 171 (100 %) 115 (80 %) 152 (50%) 200 (100 %)

13,84 187 2-méthyl-4-nitronaphtaléene 115 (100 %) 187 (90 %) 128 (50%) 188 (100 %) 171 (50%)
14,29 180 9-fluorénone 180 (100 %) 152 (50 %) 181 (100 %)

14,42 187 1-méthyl-4-nitronaphtaléene 187 (100 %) 115 (75 %) 128 (50 %) 188 (100 %) 171 (30%)
14,77 187 1-méthyl-6-nitronaphtaléene 187 (100 %) 115 (40 %) 141 (30 %) 188 (100 %) 171 (30%)
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15,21 199 3-nitrobiphényl 199 (100 %) 152 (30 %) 200 (100 %) 183 (35 %)
15,49 198 anhydride 1,2-naphtalique 154 (100 %) 198 (95 %) 126 (80 %) 199 (100 %)

15,73 210 2,2'-biphényldicarboxaldéhyde 181 (100 %) 152 (30 %) 183 (100 %) 211(50%) 165 (55 %)
15,92 196 xanthone 196 (100 %) 168 (50 %) 139 (30 %) 197 (100 %)

16,01 182 acénaphtenequinone 154 (100 %) 126 (75 %) 182 (75 %) 183 (100%)

16,84 198 anhydride 2,3-naphtalique 126 (100 %) 154 (95 %) 198 (90 %) 199 (100 %)

16,92 218 1,5-dinitronaphtaléne 218 (100 %) 114 (45 %) 219 (100 %) 202 (40 %)
17,32 196 6H-dibenzo[bd]pyran-6-one 196 (100 %) 168 (50 %) 139 (35 %) 197 (100 %)

17,72 208 9,10-anthraquinone 208 (100 %) 180 (60 %) 152 (30 %) 209 (100 %)

17,95 213 3-nitrodibenzofurane 213 (100 %) 183 (50 %) 139 (40 %) 214 (100 %) 197 (35 %)
18,35 199 5-nitroacénaphthene 199 (100 %) 152 (45 %) 169 (35 %) 200 (100 %) 183 (40 %)
18,78 198 anhydride 1,8-naphtalique 154 (100 %) 198 (80 %) 126 (55 %) 199 (100 %)

19,07 208 1,4-anthraquinone 208 (100 %) 152 (35 %) 126 (30 %) 209 (100 %)

19,21 210 4,4'-biphényldicarboxaldéhyde 210 (100 %) 152 (30 %) 211 (100 %)

20,49 222 2-méthylanthraquinone 222 (100 %) 194 (50 %) 165 (50 %) 223 (100 %)

20,54 211 2-nitrofluoréne 211 (100 %) 194 (75 %) 165 (65 %) 212 (100 %)

20,96 206 9-phénanthrenecarboxaldéhyde 206 (100 %) 178 (45 %) 207 (100 %)

21,16 223 9-nitroanthracene 223 (100 %) 176 (25 %) 165 (25 %) 224 (100 %)

22,23 208 9,10-phénanthrénequinone 180 (100 %) 152 (25 %) 208 (25 %) 209 (100 %)

22,85 225 2-nitro-9-fluorénone 225 (100 %) 195 (35 %) 151 (35 %) 226 (100 %) 209 (35 %)
23,03 223 9-nitrophénanthrene 223 (100 %) 165 (45 %) 195 (35 %) 224 (100 %)
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23,80 229 2-nitrodibenzothiophene 229 (100 %) 139 (35 %) 199 (35 %) 230 (100 %)
24,22 223 3-nitrophénanthréne 223 (100 %) 176 (25 %) 193 (25 %) 224 (100 %)
2535 223 2-nitroanthracéne 223 (100%) 177 (45 %) 224 (100 %)
25,53 237 9-méthyl-10-nitroanthracéne 237 (100 %) 207 (30 %) 178 (30 %) 238 (100 %)
26,44 230 benzo[a]fluorénone 230 (100 %) 101 (25 %) 231 (100 %)
26,44 230 benzo[b]fluorénone 230 (100 %) 101 (25 %) 231 (100 %)
27,75 230 benzanthrone 230 (100 %) 203 (25 %) 231 (100 %)
29,58 230 1-pyrénecarboxaldéhyde 230 (100 %) 203 (40 %) 101 (30 %) 231 (100 %)
30,07 232 acétylénequinone 232 (100 %) 192 (25 %) 233 (100 %)
30,34 247 2-nitrofluoranthéne 247 (100 %) 201 (25 %) 248 (100 %)
30,40 247 3-nitrofluoranthene 247 (100 %) 189 (25 %) 201 (25 %) 248 (100 %)
30,72 247 4-nitropyrene 247 (100 %) 207 (50 %) 189 (25 %) 248 (100 %)
31,25 258 1,2-benzanthraquinone 258 (100 %) 230 (50 %) 201 (25 %) 259 (100 %)
31,49 247 1-nitropyréne 247 (100 %) 201 (30 %) 189 (25 %) 248 (100 %)
31,92 247 2-nitropyréne 247 (100 %) 201 (50 %) 189 (25 %) 248 (100 %)
32,40 258 1,4-chrysénequinone 258 (100 %) 230 (35 %) 259 (100 %)
32,40 258 5,6-chrysénequinone 258 (100 %) 230 (35 %) 259 (100 %)
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3.2.2.3. Quantification et identification des CO-HAPs

Le repérage de chaque CO-HAP et Nitro-HAP (Tableau 24) a permis d’établir une liste de composés
susceptibles de pouvoir étre présents dans les échantillons végétaux. La sensibilité obtenue en mode
« full scan » n’étant pas suffisante au regard des concentrations a rechercher, les rapports m/z obtenus
en mode ionisation électronique sont isolés par la suite en mode SIM (isolement d’ions) au moyen d’un
appareil de GC-MS de type quadrupdle. Cet isolement est aussi possible par GC-MS de type trappe a
ions mais conduit généralement a I'obtention de plages de linéarité plus restreintes lors de la

guantification (Vorce et al 2000; Bowers et Borts 1997).

Toutes les analyses visant a intégrer ou quantifier les CO-HAPs et Nitro-HAPs sont réalisées par la suite
en mode SIM au moyen d’un GC-MS de type quadrupéle. Les composés y sont repérés grace (i) a leur
ion le plus abondant en mode ionisation électronique, (ii) aux ions fragments (ions de confirmation)
aussi obtenu en mode ionisation électronique et (iii) a leur temps de rétention avec un écart + 0,1 min.
Des analyses sont néanmoins régulierement réalisées par GC-MS de type trappe a ions pour
identifier/confirmer la présence de CO-HAPs dans des échantillons inconnus ou dopés grace aux deux
modes ionisation électronique (spectre complet) et ionisation chimique (repérage notamment de I'ion

moléculaire protoné MH*).
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3.3. Extraction des CO-HAPs issus d’échantillons végétaux

par méthodologie QUEChERS

L'analyse a I'état de traces des CO-HAPs dans les fruits et légumes souleve certaines difficultés car les
fruits et Iégumes contiennent des composés présents en forte concentration tels que des polyphénols,
des sucres, des acides organiques ou encore des pigments. La teneur en ces substances
potentiellement interférentes dépend fortement du type de fruit ou de légume, et les échantillons tres
colorés (exemple : salade, carotte, mire) sont considérées comme les matrices les plus difficiles a
extraire. Ces composés, s’ils sont co-extraits, peuvent se déposer lors de I'analyse a I'entrée du
chromatographe en phase gazeuse au niveau de I'injecteur ou de la colonne ce qui peut provoquer la
formation de nouveaux sites actifs et entrainer une diminution du signal chromatographique (Cajka et
al., 2012). Pour cette raison, il est nécessaire d'utiliser une méthode efficace de préparation

d’échantillon avant analyse.

Il existe actuellement aucune étude sur I'analyse a I'état de traces des CO-HAPs dans les fruits et
légumes. Parmi les méthodologies possibles d’extraction des CO-HAPs (voir partie 1.3.1) nous avons
exclu I'utilisation du Soxhlet (partie 1.3.1.1) et de la PLE (partie 1.3.1.2) ; elles utilisent toutes deux,
pour une extraction efficace des CO-HAPs, une température relativement élevée qui peut entrainer
|"apparition de composés de dégradation issus de I'échantillon lui-méme voire éventuellement une
dégradation des CO-HAPs. L’application d’une extraction assistée par les ultra-sons (UAE, partie
1.3.1.3) ou par micro-ondes (MAE, partie 1.3.1.4) est envisageable ; cependant, ces deux
méthodologies utilisées seules ne permettent pas d’éliminer une bonne partie de la matrice dans
laquelle sont situés les CO-HAPs. Nous avons, par conséquent, opté pour lutilisation de la
méthodologie QUEChERS (partie 1.3.1.5). La méthodologie QUEChERS a I'avantage (i) d’avoir été déja
appliquée a I'extraction de résidus de pesticides dans les fruits et [égumes (Concha-Meyer et al. 2019;
Lehotay et al. 2011) et de permettre par conséquent d’éliminer une bonne partie de la matrice

échantillon et (ii) d’étre relativement simple et rapide a mettre en ceuvre.

L'utilisation de la méthodologie QUEChERS nécessite une phase d’optimisation qui sera évaluée dans
cette partie. Apres avoir explicité le choix des CO-HAPs ciblés (partie 3.3.1), I'étude portera sur le choix
du meilleur solvant d’extraction (partie 3.3.2) et du meilleur mélange de sels utilisable (partie 3.3.3).
La Figure 45 résume les tests qui ont été réalisés a partir d’échantillons de pomme utilisés comme

modele végétal.
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m (échantillon) =10 g m (pomme) =10 g
Volume solvant = 20 mL Volume solvant = 20 mL
| I
| | | |
Acétonitrile Acétonitrile Acétate d'éthyle Toluéne Dichlorométhane DCM, Hexane Solvant
(v/v, 9/1)
— Sans sel Sans sel
4g Mgs0, 1g Nacl | | 48 MgSO, 1¢g 4g MgS0O, 1g
' Nacl Nacl

Mélange de sels

| | 4g MgSO, 1g NaCl, 1g TSCD,
0,5g DHS

— 4gMgs0, 1,5g NaOAc

Figure 45 : Schéma synthétisant le protocole d’optimisation de la méthode QUEChERS pour

I’extraction des CO-HAPs dans les fruits et légumes

3.3.1. Choix des 6 CO-HAPs

Six CO-HAPs (1,4-naphtoquinone, 1-naphtaldéhyde, 9-fluorénone, 9,10-anthraquinone, anhydride 1,8-
naphtalique, 1,2-benzanthraquinone) sont sélectionnés exclusivement pour I'optimisation de la
méthode d’extraction. lls représentent la diversité attendue des CO-HAPs dans les échantillons

végétaux car ces molécules présentent :

- Une certaine abondance dans I’environnement ;
- Un nombre de cycles aromatiques différents (compris entre 2 et 4 cycles) ;

- Des fonctionnalités chimiques différentes (cétone, quinone, aldéhyde et anhydride).

Les extraits obtenus sont analysés grace a une méthode d’analyse en GC-MS relativement courte et
non optimisée (partie 2.6.3) et, afin de vérifier I'effet strict de I'extraction, des extraits non purifiés
sont directement introduits en GC-MS. Ces conditions ont mené a ne sélectionner que les résultats
obtenus pour 3 des 6 CO-HAPs a savoir le 1-naphtaldéhyde, la 9-fluorénone et la 9,10-anthraquinone.
Selon les conditions testées, les résultats concernant la 1,4-naphtoquinone, I'anhydride 1,8-
naphtalique et la 1,2-benzanthraquinone pouvaient étre non exploitables en raison de co-élutions en

GC-MS avec des composés issus de la matrice pomme utilisée comme modéle.

Page | 141



Chapitre 3. Développement de la stratégie analytique

La comparaison des essais réalisés est effectuée sur la base des résultats obtenus pour le 1-
naphtaldéhyde, la 9-fluorénone et la 9,10-anthraquinone par évaluation de I'aire relative de leurs pics

par rapport a celui de la 9-fluorénone-d8 utilisée comme étalon interne d’analyse en GC-MS.

3.3.2. Choix du solvant d’extraction

L'acétonitrile a été le premier solvant utilisé pour I'extraction QUEChERS de résidus de pesticides dans
les fruits et légumes (Anastassiades et al. 2003). Il est évalué pour I'extraction des CO-HAPs en
compagnie du toluene, du dichlorométhane, de [I'acétate d’éthyle, et d'un mélange
dichlorométhane/hexane (v/v, 9/1). Ces solvants ou mélange de solvants sont testés en raison de leurs

caractéristiques différentes de polarité (Tableau 25).

Tableau 25 : Constante diélectrique des cing solvants d’extraction testés

Solvant Constante diélectrique £ a 20 °C *
Hexane 1,88
Toluéne 2,38
Acétate d’éthyle 6,02
Dichlorométhane 8,93
Acétonitrile 37,5

*Données issues des propriétés de solvants établies par Riddick et Bunger (1970)

Selon les solvants testés la réponse chromatographique (aire relative) obtenue pour chaque CO-HAPs

est assez différente (Figure 46).

Page | 142



Chapitre 3. Développement de la stratégie analytique

W Acétonitrile Acétate d'éthyle M Toluéne M DCM/Hexane (9/1, v/v) H Dichlorométhane

438
[
1,54 ﬁ ﬁ

Aire relative

1,20
21 014
—
1-naphtaldéhyde 9-fluorénone 9,10-anthraquinone

Figure 46 : Comparaison de la réponse obtenue pour le 1-naphtaldéhyde, la 9-fluorénone et la 9,10-

anthraquinone en fonction du solvant d’extraction utilisé

1 plL injecté (n=3) en splitless avec acquisition en mode « SIM ». L’aire relative correspond a I'intégration des pics
des CO-HAPs ciblés et de la 9-fluorénone-d8 utilisée comme étalon interne d’analyse en GC-MS. Extraction

réalisée sur un broyat de pomme dopé a 100 pg/kg.

Le mélange dichlorométhane/hexane extrait moins bien tous les CO-HAPs sélectionnés (Figure 46).
L’apport en hexane (10%) possédant des caractéristiques hydrophobes et une constante diélectrique
faible (¢ = 1,88) nuit a une extraction efficiente des composés ciblés. Le toluéne malgré sa structure
chimique similaire en partie a celle des CO-HAPs (existence d’un groupement aromatique) permet une
meilleure extraction que le mélange dichlorométhane/hexane cependant il extrait comparativement
trés peu un composé comme le 1-naphtaldéhyde (Figure 46). Globalement, les solvants possédant une
constante diélectrique importante ont une tendance a mieux extraire les CO-HAPs issus des matrices
végétales. Le dichlorométhane est exclu du choix de solvant car d’une part il extrait trés peu le 1-
naphtaldéhyde et d’autre part sa capacité a extraire la 9,10-anthraquinone est trés variable (Figure

46).

L’acétonitrile et I'acétate d’éthyle sont les deux solvants les plus adaptés pour I'extraction des CO-
HAPs. L'acétonitrile et 'acétate d’éthyle sont parmi les solvants les plus utilisés pour une extraction
QUECHERS. L’acétonitrile a été utilisé comme solvant d’extraction des CO-HAPs et Nitro-HAPs dans des

particules d’air par la méthode QUEChERS (Abinet et al 2014). Il a aussi été utilisé comme solvant
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d’extraction des Nitro-HAPs dans des échantillons de légumes et de riz (Deng et Chan 2017). L’acétate
d’éthyle a été utilisée comme solvant d’extraction des CO-HAPs et HAPs dans des échantillons de
silicone (O'Connell et al 2014). Les résultats obtenus pour ces deux solvants peuvent étre considérés
comme identiques. Dans un premier temps, |'acétonitrile a été choisi pour évaluer le mélange de sels
le plus adéquat pour I'extraction des CO-HAPs (partie 3.3.3) et I'interaction entre le mélange de sel le

plus adéquat et ces deux solvants est évaluée (partie 3.3.4).

3.3.3. Choix du mélange de sels

L'ajout de sels est particulierement important dans le cas d’'une méthode d’extraction QUEChERS si
I’échantillon contient beaucoup d’eau (Cunha et al. 2013; Paya et al. 2007; Anastassiades et al. 2003),
ce qui est le cas des matrices constituant les fruits et légumes (= 90% d’eau). Cet ajout de sels peut
favoriser la séparation de la phase aqueuse (grande partie de I’échantillon) et la phase organique (le
solvant d’extraction). Quatre modalités utilisant trois différents mélanges de sels destinés d’une part

a améliorer I'extraction et d’autre part a éliminer les composés de la matrice sont comparées :

- sans ajout de sels,
- par ajout d’un mélange de sels sans tampon (sels 1 : 4 g MgS04 + 1 g NaCl),

- par ajout d’un mélange de sels qui implique I'utilisation d’un tampon citrate (pH = 5 - 5,5) selon la
norme européenne EN 15662 (Afnor, 2009) (sels 2 : 4 g MgS0, + 1 g NaCl + 1 g citrate trisodique
dihydraté (TSCD) + 0,5 g hydrogénocitrate disodique sesquihydraté (DHS)),

- par ajout d’'un mélange de sels avec un tampon acétate (pH = 6) (sels 3 : 6 g MgS0, + 1,5 g NaOAc)
selon la norme américaine AOAC 2007.01 (AOAC, 2007).

Les résultats sont présentés en Figure 47.
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Figure 47 : Comparaison de la réponse obtenue pour le 1-naphtaldéhyde, la 9-fluorénone et la 9,10-

anthraquinone en fonction de I'utilisation ou non d’un mélange de sels

1 pL injecté (n=3) en splitless avec acquisition en mode « SIM ». L’aire relative correspond a 'intégration des pics
des CO-HAPs ciblés et de la 9-fluorénone-d8 utilisée comme étalon interne d’analyse en GC-MS. Extraction

QUEChERS réalisée au moyen d’acétonitrile sur un broyat de pomme dopé a 100 ug/kg.

La réponse est meilleure avec le mélange de sels 3 contenant un tampon acétate pour la récupération
du 1-naphtaldéhyde, par rapport aux mélanges de sels 1 et 2. D’un autre c6té, I'utilisation du mélange
de sels 3 a entrainé une récupération trop faible de la 9,10-antraquinone pour pourvoir la détecter. Un
bénéfice important au niveau de la récupération de ces 3 CO-HAPs ciblés est obtenu en présence des
sels par rapport a la modalité « sans sel ». L’ajout de sels permet ainsi un meilleur transfert des CO-
HAPs vers le solvant organique. La présence de tampon citrate (présent exclusivement dans le mélange
de sels 2) ne semble pas avoir d’influence sur les résultats obtenus car I'extraction des CO-HAPs est

sensiblement la méme dans le cas des mélanges de sels 1 et 2.

Globalement, I'utilisation du sulfate de magnésium semble permettre d’améliorer la récupération des
CO-HAPs en phase organique. Le chlorure de sodium, pour sa part, semble pouvoir éviter la co-
extraction de certains interférents matriciels (sucres) situés dans le broyat de pomme testé (Wilkowska
et Biziuk 2011). Les rapports signal/bruit sont plus de deux fois plus élevés lors de I'addition du mélange

de sels 1 par rapport a une non-addition de sel (Figure 48). Pour la 9,10-anthraquinone le rapport signal
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/bruit obtenu avec le mélange de sels 1 est trois fois plus élevé qu’avec le mélange de sels 2. Ces

résultats confirment le choix de 'utilisation du mélange de sels 1 pour 'extraction des CO-HAPs.

I Sans sel Mélange de sels 1 B Mélange de sels 2
97,0
84,3
=
g
£
=
©
c
.20
< 39,5 40,3
27,7
15,1
5,5
[ |
1-naphtaldéhyde 9-fluorénone 9,10-anthraquinone

Figure 48 : Comparaison du rapport signal/bruit obtenu pour le 1-naphtaldéhyde, la 9-fluorénone et

la 9,10-anthraquinone en fonction de I'utilisation ou non d’un mélange de sels

Conditions expérimentales identiques a la Figure 47

3.3.4. Comparaison entre |'acétonitrile et I'acétate d’éthyle

Les deux parties précédentes ont permis de démontrer (i) qu’en I’absence de sels, I’acétonitrile comme
I'acétate d’éthyle ont des caractéristiques d’extraction des CO-HAPs trés proches et, (ii) que I'ajout de
2 sels (sulfate de magnésium et chlorure de sodium) est utile afin d’améliorer le rendement de
récupération des CO-HAPs. La combinaison du solvant (acétonitrile ou acétate d’éthyle) et du mélange

de sels 1 est testée a présent.

En présence de sulfate de magnésium et de chlorure de sodium, la récupération des CO-HAPs au

moyen d’acétonitrile et d’acétate d’éthyle est quasi-identique (Figure 49).
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Figure 49 : Comparaison de la réponse obtenue pour le 1-naphtaldéhyde, la 9-fluorénone et la 9,10-

anthraquinone en fonction de I'utilisation de I'acétonitrile ou de 'acétate d’éthyle

1 pL injecté (n=3) en splitless avec acquisition en mode « SIM ». L’aire relative correspond a I'intégration des pics
des CO-HAPs ciblés et de la 9-fluorénone-d8 utilisée comme étalon interne d’analyse en GC-MS. Extraction

QUEChERS réalisée sur un broyat de pomme dopé a 100 pg/kg avec I'utilisation de 4 g MgSOs et 1 g NaCl

Les rapports signal/bruit (Figure 50) obtenus lors des analyses des extraits sont par contre nettement
en faveur de I'utilisation de I'acétate d’éthyle comme solvant d’extraction notamment dans le cas de
la 9-fluorénone. Un plus faible rapport signal/bruit lors de I'analyse peut exprimer une plus faible co-
extraction de composés non désirés issus de la matrice. Il est ainsi possible d’envisager a I'aide de
I'acétate d’éthyle une meilleure sensibilité (limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ))

notamment pour le 1-naphtaldéhyde et la 9-fluorénone pour une future quantification.
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Figure 50 : Comparaison des rapports signal/bruit obtenus pour le 1-naphtaldéhyde, la 9-fluorénone
et la 9,10-anthraquinone par utilisation d’acétonitrile ou d’acétate d’éthyle avec ajout du mélange de

sels 1

Conditions expérimentales identiques a la Figure 49

3.3.5. Procédure de concentration

La détermination des CO-HAPs a I'état de traces dans les échantillons nécessite une étape de
concentration de I'extrait avant et/ou aprés I'étape de purification. Cette étape de concentration

consiste en une évaporation du solvant d’extraction pour concentrer |’extrait en composés d’intérét.

Deux techniques d’évaporation du solvant d’extraction sont testées :

- une concentration sous flux d’azote,

- une concentration sous vide au moyen d’un évaporateur de type SpeedVac™.

La concentration sous flux d’azote est la technique la plus utilisée pour I'évaporation de petits volumes
de solvant. Cependant, dans le cadre de notre étude, la récupération des CO-HAPs est globalement

plus satisfaisantes (Figure 51) au moyen du systéme d’évaporation sous vide de type SpeedVac™. La
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réponse (aire relative) est notamment plus de 2 fois plus importante dans le cas de la 9,10-
anthraquinone. Ce systeme d’évaporation sous vide, qui permet de plus la concentration de plusieurs

extraits en méme temps, est choisi pour la suite de I'étude.
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Figure 51 : Comparaison de la réponse obtenue pour le 1-naphtaldéhyde, la 9-fluorénone et la 9,10-

anthraquinone en fonction de la procédure de concentration

1 pL injecté (n=3) en splitless avec acquisition en mode « SIM ». L’aire relative correspond a I'intégration des pics

des CO-HAPs ciblés et de la 9-fluorénone-d8 utilisée comme étalon interne d’analyse en GC-MS. Extraction

QUEChERS réalisée sur un broyat de pomme dopé a 100 pg/kg.
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3.4. Purification des extraits QUEChERS contenant des CO-

HAPs issus d’échantillons végétaux

L’extraction au moyen d’'une méthodologie QUEChERS est relativement peu sélective. De nombreux
composés non désirés sont possiblement co-extraits et peuvent affecter négativement les
performances de la méthode d’analyse. En raison de la complexité des échantillons de fruits et
légumes, une étape de purification est indispensable. L'étape de purification permet d’éliminer les
composés interférents pour éviter les effets de matrice qui peuvent perturber le signal. Trois
techniques de purification sont testées et évaluées sur la base d’extraits obtenus par la méthode

QUuEChERS :

- une extraction en phase solide dispersive (dSPE) (partie 3.4.1),

- une microextraction par solide compacté (MEPS) par comparaison de 3 supports solides
(partie 3.4.2),

- une extraction en phase solide (SPE) au moyen de 4 phases solides différentes dont 2

polymeéres a empreinte moléculaire (partie 3.4.3).

3.4.1. Purification par dSPE

L’extraction dispersive en phase solide (dSPE) est largement utilisée comme méthode de purification
suite a une extraction QUEChERS (Lawal et al. 2018; Ruiz-Garcia et al. 2016; Lehotay 2011). Plus
particulierement, des extraits QUEChERS issus d’aliments et visant a caractériser certains composés
aromatiques polycycliques comme des hydrocarbures (HAPs) ou des hydrocarbures nitrés (Nitro-HAPs)
ont été purifiés au moyen de cette technique par Gonzalez-Curbelo et al. (Gonzalez-Curbelo et al.
2015) et Deng et Chan (Deng et Chan 2017). Ces auteurs ont utilisé une diamine primaire et secondaire
greffée sur gel de silice (PSA) comme phase de rétention des composés non désirés issus des
échantillons. Parmi les supports disponibles les plus courants en dSPE, on retrouve aussi le carbone
graphite (phase de type « GCB ») ainsi que des silices greffées C18 ; ces deux supports sont utilisés
pour 'adsorption (GCB) ou la rétention (C18) des composés hydrophobes comme les substances
lipidiques. Ces deux supports ne sont pas testés dans le cadre de cette étude car ils conduiront a une
rétention des CO-HAPs eux-mémes tres hydrophobes. Seule la phase de rétention de type PSA, connue
pour permettre I'élimination d’acides organiques, de pigments polaires et de sucres (Wilkowska et

Biziuk 2011), est testée en comparaison a des extraits non purifiés.
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Sur la base de broyats de pomme, carotte, pomme de terre et salade, tous dopés a 100 pg/kg et ayant
subi I'ensemble de la procédure QUEChERS puis une purification par dSPE (ajout de PSA), des taux de

recouvrement de chacun des 3 CO-HAPs sont calculés (Tableau 26) :

Tableau 26 : Estimation du pourcentage de récupération des CO-HAPs pour la procédure d’extraction

et de purification QUEChERS-dSPE

Taux de recouvrement*

1-naphtaldéhyde 9-fluorénone 9,10-anthraquinone

Pomme 48% 39% 37%
Carotte 90% 68% 34%
Pomme de terre 76% 59% 63%
Salade 54% 56% 56%

*Les taux de recouvrement sont déterminés par le rapport de la moyenne d’analyses (n = 3) d’'un échantillon
additionné en CO-HAPs a 100 pg/kg apres extraction-purification en QUEChERS-dSPE a la moyenne d’une solution

(n =3) de concentration équivalente analysée par injection directe.

Les taux de recouvrement obtenus (Tableau 26), compris globalement entre 34 et 90%, témoignent
d’une récupération correcte des CO-HAPs via I'ensemble de la procédure d’extraction QUEChERS suivie
d’une purification par dSPE. Un effet lié a la matrice végétale semble, cependant, probable en raison

des différences de récupération observées selon le type de fruit ou légume pour un CO-HAP donné.

Le processus de purification par dSPE semble engendrer une perte significative de certains CO-HAPs

selon le type d’échantillon testé (Figure 52, cas du broyat de pomme).
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Figure 52 : Comparaison des réponses obtenues pour le 1-naphtaldéhyde, la 9-fluorénone et la 9,10-

anthraquinone en fonction de I'utilisation ou non de la dSPE

1 pL injecté (n=3) en splitless avec acquisition en mode « SIM ». L’aire relative correspond a I'intégration des pics
des CO-HAPs ciblés et de la 9-fluorénone-d8 utilisée comme étalon interne d’analyse en GC-MS. Extraction

QUEChERS réalisée sur un broyat de pomme dopé a 100 ug/kg.

Il est probable que la diamine primaire et secondaire greffée sur gel de silice (PSA) capte, plus ou moins
selon le type d’échantillon, les CO-HAPs en raison de leur fonction carbonyle (C=0) polarisée. Un gain
relativement important est néanmoins obtenu au niveau du rapport signal/bruit lors de I'analyse

notamment pour la 9-fluorénone et la 9,10-anthraquinone (Figure 53, cas de la pomme).
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Figure 53 : Comparaison des rapports signal/bruit obtenus pour le 1-naphtaldéhyde, la 9-fluorénone

et la 9,10-anthraquinone en fonction de I'utilisation ou non de la dSPE

1 plL injecté (n=3) en splitless avec acquisition en mode « SIM ». L’aire relative correspond a I'intégration des pics
des CO-HAPs ciblés et de la 9-fluorénone-d8 utilisée comme étalon interne d’analyse en GC-MS. Extraction

QUEChERS réalisée sur un broyat de pomme dopé a 100 pg/kg.

Ce gain en rapport signal/bruit (S/N) permet de conclure qu’une partie de la matrice est éliminée au
moyen de la procédure de purification par dSPE. Cependant, les valeurs de rapports S/N obtenues (44
pour le 1-naphtaldéhyde, 167 pour la 9-fluorénone et 17 pour la 9,10-anthraquinone), trop faibles pour
un ajout relativement important de CO-HAPs (100 ug/kg), ne permettent d’envisager d’obtenir des
limites de quantification (S/N > 9) suffisantes pour atteindre une quantification future de ces composés
de I'ordre du pg/kg. Des tests réalisés pour des ajouts en plus faibles concentrations aux broyats ont

pu confirmer cette hypothése (pics des CO-HAPs non visibles lors des analyses).

Les extraits QUECHERS-dSPE de broyats de carotte contenant le plus d’interférents matriciels lors des
analyses en GC-MS, des extraits QUEChERS de broyat de carottes ont été plus spécifiquement utilisés

par la suite afin de déterminer la méthode de purification la plus adéquate.
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3.4.2. Purification par MEPS

Des travaux antérieurs, menés au laboratoire, ont montré que la Microextraction par Sorbant
Compacté (MEPS) est une technique de purification adaptée au dosage d’Hydrocarbures Aromatiques
Polycyliques (HAPs) a I'état de traces dans des échantillons de pomme (Paris et al. 2019). La procédure
globale d’analyse des HAPs utilise tout d’abord une extraction aux ultra-sons (UAE) suivie d’une

extraction par MEPS au moyen d’un sorbant compacté de type PEP (Polar Enhanced Polymer).

Dans le cadre de ce travail, I'application de cette méthode (UAE puis MEPS) a la détection de CO-HAPs
issus de broyats de pomme dopés n’a pas permis d’obtenir de détection des CO-HAPs apres analyse
par GC-MS des extraits. La méthode d’extraction des HAPs utilisant les ondes ultra-sonores (UAE) est
potentiellement moins bien adaptée a la récupération des CO-HAPs. La méthodologie QUEChERS
permettant un recouvrement correct des CO-HAPs (Tableau 26), une purification par MEPS a été testée

sur ces extraits au moyen de différentes phases rétentives disponibles sur le marché.

La MEPS correspond a une forme miniaturisée d’"HPLC. Un barreau (de volume de I'ordre d’environ
une dizaine de microlitres) contenant une phase stationnaire est inclus dans le corps d’une aiguille qui
équipe une seringue d’une contenance généralement de 250 plL (Abdel-Rehim, 2011). Elle permet par
un mouvement de va-et-vient du liquide d’extraire ou de purifier éventuellement des composés
d’intérét pouvant se fixer sur la phase stationnaire. Différentes phases stationnaires de MEPS sont
commercialisées telles que des supports a base de silice « en phase normale » ou « phase inverse »
(C2, C8, C18), de copolymeres de type polystyréne-divinylbenzéne (PS-DVB), d’échangeurs de cations
(SCX), de type HILIC ou encore des supports de type graphite (Abdel-Rehim, 2011).

Dans le but d’évaluer la capacité de la MEPS a purifier les extraits QUEChERS contenant des CO-HAPs,
trois phases stationnaires en MEPS sont testées ; ces trois phases sont susceptibles de proposer des

mécanismes de rétention différents :

- une phase inverse de type C18 pouvant potentiellement retenir par partage les CO-HAPs les
plus hydrophobes,

- une phase stationnaire de type PEP (Polar Enhanced Polymer) qui correspond a un copolymere
de type PS-DVB avec des groupements fonctionnels urée pouvant potentiellement retenir par
interaction m-mt les noyaux aromatiques des CO-HAPs,

- une phase stationnaire de type M1 proposant 80% de phase inverse C8 et 20 % de silice
échangeuse de cations de type Nucléosil® (SCX) avec des groupements d’acide

benzenesulfonique, pouvant retenir par partage et par interaction nt-it les CO-HAPs.

Page | 154



Chapitre 3. Développement de la stratégie analytique

L’extrait liquide issu de la méthodologie QUEChERS est au préalable concentré a sec au moyen de
I’évaporateur SpeedVac™ puis resolubilisé. Cette resolubilisation est rendue nécessaire car les CO-
HAPs doivent proposer une affinité plus forte pour la phase stationnaire que pour le solvant dans
lequel ces composés ciblés sont contenus. Quel que soit le type de phase stationnaire utilisée en MEPS,
des resolubilisations dans le cyclohexane, le méthanol, I'éthanol, I'acétate d’éthyle et un mélange eau
ultra pure-éthanol (1/1, v/v) ont conduit a aucune rétention des CO-HAPs sur les phases stationnaires
testées. L'eau ultra pure, utilisée comme solvant de resolubilisation, est |la seule condition ayant permis

une sorption des CO-HAPs sur les phases stationnaires testées par MEPS.

Un méme extrait QUEChERS issus d’un broyat de carottes dopé en CO-HAPs est utilisé pour comparer

les trois phases stationnaires (Figure 54).
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Figure 54 : Comparaison des réponses obtenues pour le 1-naphtaldéhyde, la 9-fluorénone et la 9,10-

anthraquinone en fonction de la phase stationnaire utilisée en MEPS

1 plL injecté (n=3) en splitless avec acquisition en mode « SIM ». L’aire relative correspond a I'intégration des pics

des CO-HAPs ciblés et de la 9-fluorénone-d8 utilisée comme étalon interne d’analyse en GC-MS.
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Les trois phases stationnaires sélectionnées en MEPS permettent la rétention des CO-HAPs (Figure 54).
Parmi ces 3 phases celle en phase inverse (C18) conduit systématiquement a une meilleure
récupération des CO-HAPs que les phases de type M1 et PEP. Les 3 CO-HAPs sont désorbés avec un
volume optimal de 50 plL d’acétonitrile avant injection en GC-MS. L’efficacité de la phase inverse C18
est évaluée au moyen du calcul d’un taux de recouvrement (Tableau 27) d’extrait de carottes

additionné a 10 pg/kg soit a une concentration 10 fois moindre que la précédente.

Tableau 27 : Taux de recouvrement estimés en CO-HAPs apres purification d’un extrait de carotte par

MEPS utilisant une phase stationnaire C18

Taux de recouvrement

1-naphtaldéhyde 9-fluorénone  9,10-anthraquinone

MEPS C18 23% 13% 6%

*Les taux de recouvrement sont déterminés par le rapport de la moyenne d’analyses (n = 3) d’extrait QUEChERS
additionné en CO-HAPs a 10 pg/kg a la moyenne d’une solution (n = 3) de concentration équivalente analysée

par injection directe.

Les taux de recouvrement obtenus pour des concentrations équivalentes a un ajout de 10 pg/kg en 1-
naphtaldéhyde, en 9-fluorénone et en 9,10-anthraquinone sont respectivement de 23%, 13% et 6%
(Tableau 27). lls sont comparativement beaucoup plus faibles que ceux trouvés par dSPE (Tableau 26)
ou les taux de recouvrements pour un méme type d’extrait étaient respectivement de 90%, 68% et
34%. Le processus de purification par MEPS conduit ainsi a une perte trop importante des composés
ciblés pouvant étre due notamment a une redissolution non suffisante des CO-HAPs avant purification.
Malgré des rapports S/N sensiblement améliorés, les investigations au moyen de cette technique de

purification n’ont pas été poursuivis car ils n’ont pas permis d’envisager une quantification de I'ordre

du ug/kg.

Page | 156



Chapitre 3. Développement de la stratégie analytique

3.4.3. Purification par SPE

Les méthodologies de purification des extraits QUEChERS contenant des CO-HAPs par dSPE (partie
3.4.1) et MEPS (partie 3.4.2) n‘ont pas permis d’accéder a des recouvrements (MEPS) ou a une
purification (dSPE) suffisants afin d’envisager une quantification de I'ordre du ug/kg dans les fruits et
légumes. Dans la littérature, différentes phases solides par SPE ont été employées afin de purifier des
échantillons d’origine végétale et/ou pour purifier des échantillons contenant des CO-HAPs. La SPE est
plus gourmande en solvant et moins rapide que les techniques de dSPE et de MEPS, mais, |'utilisation
de certaines phases solides a pu permettre le dosage de CO-HAPs pour des concentrations avoisinant
le ug/kg (Cochran et al. 2012; Qiao et al. 2013, 2014b). Au cours de ce travail, 4 phases solides sont
testées en SPE dont 2 phases polymériques « conventionnelles » (partie 3.4.3.1) et 2 phases
polymériques a empreinte moléculaire (partie 3.4.3.2). La phase « conventionnelle » et la phase a
empreinte moléculaire les mieux adaptées a la récupération des CO-HAPs sont in fine comparées

(partie 3.4.3.3).

3.43.1. Purification par SPE au moyen de phases solides « conventionnelles » de

type PS-DVB et HLB

Les extraits QUEChERS obtenus a partir de broyats de carottes dopés a 100 pg/kg en CO-HAPs sont a
nouveau utilisés. Deux phases stationnaires « conventionnelles » en SPE sont testées et chacune
d’entre-elles possédent une affinité particuliere (interaction n-7) vis-a-vis des CO-HAPs. Les phases
solides de SPE sont de type Polystyréne-divinylbenzéne (PS-DVB, Figure 55-a) et polymérique avec des

groupements aromatiques et N-vinylpyrollidone (HLB, Figure 55-b).
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Figure 55 : Structures chimiques des phases solides utilisées pour la purification par SPE

« conventionnelle » ((a) phase polystyréne-divinylbenzene (PS-DVB) ; (b) phase polymérique de type

HLB)

La phase stationnaire de type PS-DVB (Figure 55-a) est totalement hydrophobe alors que la phase de
type HLB (Figure 55-b) possede une grande majorité de groupements aromatiques hydrophobes (aussi
de type PS-DVB) auxquels sont adjoints quelques groupements hydrophiles (N-vinylpyrollidone).
L’élution de I'extrait QUEChERS de carottes sur ces phases solides conduit a une meilleure récupération

des CO-HAPs au moyen de la phase de type HLB (Figure 56).
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Figure 56 : Comparaison des aires relatives obtenues pour le 1-naphtaldéhyde, la 9-fluorénone et la

9,10-anthraquinone apres purification par SPE au moyen de phases solides de type HLB et PS-DVB

1 pL injecté (n=5) en splitless avec acquisition en mode « SIM » par GC-MS. L’aire relative correspond a
I'intégration des pics des CO-HAPs ciblés et de la 9-fluorénone-d8 utilisé comme étalon interne d’analyse.

Extraction QUEChERS réalisée sur un broyat de carotte dopé a 100 pg/kg.
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Globalement, les deux phases solides (PS-DVB et HLB) permettent une rétention puis une récupération
des CO-HAPs. Comparativement, la récupération des CO-HAPs est cependant 10% (1-naphtaldéhyde)
a 30% (9-fluorénone) plus importante avec la phase HLB qu’avec la phase PS-DVB (Figure 56). De plus,
une variabilité plus importante au niveau de la récupération est systématiquement observée pour le

cas de la phase stationnaire de type PS-DVB.
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Figure 57 : Comparaison des rapports signal/bruit obtenus pour le 1-naphtaldéhyde, la 9-fluorénone

et la 9,10-anthraquinone en fonction de la phase solide utilisée par SPE « conventionnelle »

Conditions expérimentales identiques a la Figure 56

Les rapports signal/bruit sont beaucoup plus élevés lors de l'utilisation de la phase HLB (Figure 57).
Pour le 1-naphtaldéhyde et la 9-fluorénone les rapports signal/bruit obtenus avec la phase HLB sont
plus de quatre fois plus élevés qu’avec la phase PS-DVB. La phase stationnaire de type HLB, permettant
une bonne rétention des CO-HAPs et une meilleure élimination des composés de la matrice, est
sélectionnée par la suite pour étre comparée a une phase solide polymérique a empreinte moléculaire

(MIP).
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3.4.3.2. Purification par SPE au moyen de phases polymériques a empreinte

moléculaire (MIP)

L'utilisation par SPE de phases solides polymériques a empreinte moléculaire (MIP) a été appliquée
pour la premiére fois pour la détermination sélective du pentamidine dans des échantillons d'urine
(Sellergren 1994). Ces phases solides sont constituées de cavités ou de sites récepteurs spécifiques a
un type de molécules. Les MIP possedent des spécificités de reconnaissance (affinité) selon la forme,
la taille et I'orientation des groupes fonctionnels des composés a retenir (Figure 58). Dans certains cas

de figure, I'affinité et la sélectivité obtenues sont comparables a celles des anticorps naturels.
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Figure 58 : Schéma représentant une cartouche d’Extraction en Phase Solide (SPE) contenant une

phase solide de type « polymére a empreinte moléculaire (MIP) »

Il n"existe pas actuellement sur le marché de MIP constituée a partir de CO-HAP et donc, a priori,
aucune phase solide susceptible de proposer une affinité maximale pour ces composés. Cependant,

deux types de cartouches s’en rapprochent et sont testées dans le cadre de ce travail :
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- une cartouche en SPE de type « MIP HAP » contenant une phase polymérique possédant des
cavités constituées a partir d’hydrocarbures aromatiques polycycliques (4 a 5 cycles aromatiques),

comme le benzo[a]pyréne, le benzo[b]fluoranthéne, le chryséne et le benzo[a]anthracene.

- une cartouche en SPE de type « MIP phénoliques » contenant une phase polymérique
possédant des cavités constituées a partir de I'empreinte moléculaire de phénols (un seul cycle

aromatique).

La récupération des CO-HAPs, issus d’un extrait QUEChERS de carotte, est systématiquement plus
importante pour les phases solides de type « MIP phénoliques » comparativement aux phases solides
de type « MIP HAP » (Figure 59). Les différences entre ces deux phases solides sont tres significatives
avec des rendements d’extraction trois fois plus importants pour le 1-naphtaldéhyde et jusqu’a 6 fois

plus important pour la 9-fluorénone (Figure 59).

MIP Phénoliques m MIP HAP

46
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l

Aire relative

46 7 7,6
i I 2,2
——
1-naphtaldéhyde 9-fluorénone 9,10-anthraquinone

Figure 59 : Comparaison des aires relatives obtenues pour le 1-naphtaldéhyde, la 9-fluorénone et la
9,10-anthraquinone apres purification par SPE au moyen de phases solides de type MIP Phénoliques

et MIP HAP

Conditions expérimentales identiques a la Figure 56

La différence de récupération des CO-HAPs au moyen des 2 phases solides de type MIP peut étre

expliquée par la taille des cavités et la capacité variable a retenir les CO-HAPs. Les MIP HAP ont été
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développées pour I'extraction des HAPs et les cavités de reconnaissance ont été imprimées pour des
composés avec au moins quatre cycles aromatiques. Par conséquent la taille des cavités n’est sans
doute pas adaptée pour les CO-HAPs légers (moins de quatre cycles). La phase solide MIP Phénoliques,
pour sa part, est constituée de cavités pour un cycle aromatique phénolique. Une rétention des 3 CO-
HAPs est observée sans doute en raison de I'affinité de la fonction carbonyle pour les sites d’adsorption
dipolaire (impression de la fonction phénol). La phase solide de type MIP Phénoliques présentant la

meilleure récupération des CO-HAPs est par la suite comparée a la phase solide de type HLB (partie
3.4.3.3).

3.43.3. Comparaison des phases SPE « conventionnelles » et MIP les mieux

adaptées a la récupération des CO-HAPs

Afin d’évaluer les taux de récupération, un rendement est calculé pour les processus de purification

en SPE au moyen de la phase « conventionnelle » de type HLB et de |la phase a empreinte moléculaire

de type MIP Phénoliques (Figure 60).

mHLB m MIP Phénoliques
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1-naphthaldéhyde 9-fluorénone 9,10-anthraquinone

Figure 60 : Rendements en CO-HAPs ciblés par SPE pour un extrait QUEChERS de broyat de carotte

apres purification par SPE au moyen de phases de type HLB et MIP Phénoliques (n=3)
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Les rendements de récupération obtenus au moyen des 2 phases solides (HLB et MIP Phénoliques)
sont du méme ordre de grandeur (Figure 60). Ces valeurs obtenues sont relativement peu précises du
fait d’une certaine variabilité (aussi exprimée par des rendements supérieurs a 100%) ; cette variabilité
pourra étre par la suite controlée par |'utilisation d’un étalon interne ajouté directement a I’échantillon
lors de I'application de la méthodologie. Les rendements de récupération obtenus refletent néanmoins
que, pour ces 2 phases solides, la récupération est quasi-totale dans le cas de la 9-fluorénone et de Ia

9,10-anthraquinone et aux alentours de 50% a 60% dans le cas du 1-naphtaldéhyde.

B HLB = MIP Phénoliques
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Figure 61 : Comparaison des rapports signal/bruit obtenus pour le 1-naphtaldéhyde, la 9-fluorénone
et la 9,10-anthraquinone apres purification par SPE au moyen de phases solides de type MIP

Phénoliques et MIP HAP

1 plL injecté (n=5) en splitless en GC-MS avec acquisition en mode « SIM ». Aire relative correspondant a

I'intégration des pics des CO-HAPs ciblés et de la 9-fluorénone-d8 utilisée comme étalon interne d’analyse

Les rapports signal/bruit (S/N) (Figure 61) obtenus lors des analyses des extraits sont par contre
nettement en faveur de l'utilisation de la phase HLB pour la purification des extraits QUEChERS. Les
rapports S/N obtenus pour le 1-naphtaldéhyde et la 9,10-anthraquinone sont plus de quatre fois plus
élevés avec la phase HLB qu’avec la phase MIP phénolique. Ce gain en rapport signal/bruit permet de
conclure a une meilleure élimination des composés de la matrice au moyen de la purification par la

phase solide HLB.
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La phase solide HLB permet une bonne récupération des CO-HAPs et une meilleure sélectivité
d’extraction que la phase MIP phénolique. Il est ainsi possible d’envisager a I'aide de la phase HLB une
meilleure sensibilité d’analyse. De plus les cartouches HLB sont moins onéreuses que les cartouches
MIP phénolique. La technique finalement choisie pour la purification des extraits QUEChERS est la SPE

HLB.
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3.5. Validation de la stratégie globale d’analyse des CO-

HAPs dans les végétaux

La stratégie globale d’analyse des CO-HAPs dans les végétaux comprend tout d’abord une étape de
préparation (broyage) de 10 g d’échantillon auquel est ajouté la 9,10-anthraquinone-d8 comme étalon
interne. Une extraction est ensuite réalisée au moyen d’'une méthodologie QUEChERS utilisant
|"acétate d’éthyle comme solvant d’extraction et une combinaison de sulfate de magnésium anhydre
et de chlorure de sodium. Une étape de centrifugation est alors nécessaire afin de récupérer un extrait
liquide dans lequel sont contenus les CO-HAPs. Aprés une étape d’évaporation au moyen d’un
évaporateur sous pression réduite de type SpeedVac™, I'extrait concentré est purifié par Extraction
en Phase Solide (SPE) utilisant une phase solide de type HLB contenant des groupements hydrophobes
de Polystyréne-divinylbenzéne (PS-DVB) et des groupements hydrophiles de N-vinylpyrollidone.
L’élution par SPE est menée aprées une phase de conditionnement par un ringcage avec de I'eau ultra
pure permettant une élimination des résidus hydrophiles puis par un passage d’acétate d’éthyle pour
récupérer les CO-HAPs. Une phase de concentration au moyen de I'évaporateur de type SpeedVac™

permet d’obtenir in fine un extrait concentré injecté par GC-MS en mode SIM.

L’évaluation des performances de I’ensemble de la stratégie d’analyse est réalisée en termes de taux
de recouvrement (partie 3.5.1), d’effet potentiel lié a la matrice (partie 3.5.2), de fidélité (répétabilité
et reproductibilité, partie 3.5.3), de linéarité (partie 3.5.4), de sensibilité (limites de détection LOD et

de quantification LOQ, partie 3.5.5), et de spécificité de la méthodologie (partie 3.5.6).

3.5.1. Taux de recouvrement pour la stratégie globale d’analyse des CO-HAPs a 10

ug/kg

Des taux de recouvrement sont déterminés afin d’évaluer la récupération des CO-HAPs tout au long
de la stratégie d’analyse : depuis le broyat jusqu’a I'extrait final purifié avant analyse par GC-MS. lls
sont calculés pour un échantillon de carottes additionné a 10 ug/kg en 1-naphtaldéhyde, 9-fluorénone
et 9,10-anthraquinone (Tableau 28). Ces valeurs sont obtenues apres vérification de I'absence de CO-

HAPs dans un extrait issu d’un broyat de carotte non dopé en CO-HAPs.
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Tableau 28 : Taux de recouvrement déterminés pour la stratégie globale d’analyse pour une

concentration ajoutée de 10 ug/kg (broyat de carotte)

Taux de recouvrement

1-naphtaldéhyde 86+10%
9-fluorénone 108 £+ 11 %
9,10-anthraquinone 138+ 7%

Les taux de récupération estimés pour les 3-CO-HAPs sont compris entre 86 et 138 % (tableau 28). Ils
sont du méme ordre d’idée que ceux obtenus exclusivement lors de I'étape de purification (Figure 60).
Cela traduit que les pertes en composés ciblés sont limitées au cours des étapes d’extraction et
d’évaporation. Ces taux de recouvrement sont donnés ici a titre indicatif car certains excédent 100%
(9-fluorénone et 9,10-anthraquinone) ; ils confirment que I’étape de purification apporte une certaine
variabilité quant a la récupération des CO-HAPs et qu'’il est nécessaire d’utiliser un étalon interne des

le début de la stratégie d’analyse.

3.5.2. Effet matrice

L’adaptabilité de la stratégie d’analyse est testée pour différents matrices de fruits et Iégumes. L'effet
matrice est évalué sur onze échantillons végétaux a savoir quatre fruits (pommes, tomates, poires et
mres), six légumes (salades de type laitue, haricots verts, pommes de terre, concombres, courgettes

et choux) et de I'herbe.

L'effet matrice est vérifié au moyen de gammes d’étalonnage réalisées pour le 1-naphtaldéhyde, la 9-
fluorénone et la 9,10-anthraquinone pour chaque échantillon végétal. Ces gammes d’étalonnage sont
obtenues au moyen d’ajouts de concentration au broyat de chaque végétal a 0, 1 et 4 pg/kg (chaque
point en triplicat). La pente obtenue pour chaque échantillon est comparée a la moyenne de toutes les

pentes.
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Figure 62 : Carte de controle pour I’évaluation d’un potentiel effet matrice pour le 1-naphtaldéhyde,

la 9-fluorénone et la 9,10-anthraquinone pour 11 échantillons végétaux différents

Les 2 droites sur chaque graphique symbolisent un écart de +/- 10 % par rapport a la valeur moyenne de

I’ensemble des pentes ; les pentes correspondent a celles obtenues pour "aire relative au pic de I'étalon interne

global (9,10-anthraquinone-d8) en fonction de la concentration ajoutée au broyat

Toutes les pentes obtenues (pour chacun des CO-HAPs et pour chaque échantillon végétal) satisfont
un critére d’acceptabilité fixé a 10 % (Figure 62). Ces résultats permettent de conclure sur I'absence
d’effet de matrice pour une trés grande majorité des fruits et [égumes testés (excepté pour les haricots
verts ol des écarts supérieurs a 10 % ont pu étre observés dans les cas particuliers de la détermination

du 1-naphtaldéhyde et dans une moindre mesure de la 9,10-anthraquinone). La méthodologie de

guantification est ainsi transposable a au moins une dizaine d’échantillons végétaux.
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3.5.3. Fidélité de la stratégie d’analyse a 4 ug/kg (répétabilité et fidélité

intermédiaire)

La fidélité de la stratégie globale d’analyse est vérifiée pour les 6 CO-HAPs introduits initialement dans
la solution d’étalonnage (1,4-naphtoquinone, 1-naphtaldéhyde, 9-fluorénone, 9,10-anthraquinone,
anhydride 1,8-naphtalique, 1,2-benzanthraquinone) ajoutés a raison de 4 ug/kg dans un broyat de
pomme. Cette étape de validation consiste a vérifier la répétabilité et la fidélité intermédiaire de
I’ensemble de la stratégie d’analyse en incluant I'extraction par méthode QUEChERS, la purification par
SPE-HLB, les étapes de concentration d’extraits et la séparation/détection par GC-MS. Des coefficients
de variation (CV) sont calculés sur des essais réalisés avec un échantillon de pomme additionné en CO-

HAPs a 4 ug/kg (Tableau 29).

Tableau 29 : Coefficients de variation (CV) des essais de répétabilité et de fidélité intermédiaire pour

la détermination des CO-HAPs dans la pomme pour I'ensemble de la stratégie d’analyse

Répétabilité Fidélité intermédiaire
CV (%)
(n=5) (n=15)
1-naphtaldéhyde 6,7 2,1
1,4-naphtoquinone 20 20
9-fluorénone 6,2 6,5
anhydride 1,8-naphthalique 6,5 13
9,10-anthraquinone 15 12
1,2-benzanthraquinone 5,3 13

CV calculé sur la base des aires relatives au pic de I’étalon interne global (9,10-anthraquinone-d8) ajouté au

broyat

Globalement les CO-HAPs présentent des répétabilités aux alentours de 5 a 7% sauf pour la 1,4-
naphtoquinone (20%) et la 9,10-anthraquinone (15%). La 1,4-naphtoquinone donne un coefficient de
variation plus important liée a une évaluation a une concentration proche de la limite de quantification
(LOQ = 4,19 ug/ kg, voir partie suivante). L'instabilité de la 1,4-naphtoquinone dans un systéme GC-MS

a été reportée antérieurement dans la littérature (Bandowe et al. 2010a)
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Les coefficients de variation de la fidélité intermédiaire sont un peu plus élevés, compris entre 2 et
13%, mais restent cohérents au regard des concentrations a aller rechercher. L'ensemble des
coefficients de variation sont inférieurs a 20% ce qui atteste d’une bonne fidélité des analyses
effectuées selon les critéres de validation de la commission européenne. Cependant, les comparaisons
des coefficients de variation avec d'autres méthodes sont difficiles a réaliser car ils sont dépendants
du type d’échantillon étudié or il n’existe pas actuellement de méthode d’analyse spécifique des CO-

HAPs pour leur détermination dans les fruits et les |égumes.

3.5.4. Linéarité des gammes d’étalonnage en CO-HAPs pour des concentrations

comprises entre 0 et 10 pg/kg

La linéarité des gammes d’étalonnage est vérifiée pour la stratégie globale d’analyse pour des
concentrations équivalentes ajoutées comprises entre 0 et 10 pg/kg a des broyats de salade. La
linéarité est vérifiée pour 12 CO-HAPs (partie 2.7.2). Les droites d’étalonnage obtenues pour le 1-

naphtaldéhyde, la 9-fluorénone et la 9,10-anthraquinone sont présentées en Figure 63.
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Figure 63 : Droites d’étalonnage pour le 1-naphtaldéhyde, la 9-fluorénone et la 9,10-anthraquinone

pour des ajouts compris entre 0 et 10 ug/kg a un broyat de salade

Les équations des droites d’étalonnage pour chacun des 12 CO-HAPs sont reportées dans le Tableau

30.
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Tableau 30 : Equations des droites d’étalonnage pour chacun des 12 CO-HAPs sélectionné pour la

guantification

Equation de droite R?

d’étalonnage

1-naphtaldéhyde y=0,113 x 0,942
1,4-naphtoquinone y =0,0059 x + 0,0079 0,947
acénaphténone y=2,974x 0,988
9-fluorénone y=0,521x 0,994
benzophénone y=0,494 x+ 0,124 0,984
6H-dibenzo[bd]pyran-6-one y =0,310 x 0,990
xanthone y =1,584 x 0,988
anhydride 1,8-naphthalique y = 0,068 x 0,996
9,10-anthraquinone y =0,199 x 0,990
benzo[a]fluorénone y =0,022 x + 0,005 0,997
benzanthrone y =0,329 x 0,997
1,2-benzanthraquinone y =0,582 x 0,999

Les gammes d’étalonnage sont réalisées avec des broyats de salade

Les coefficients de détermination (R?) pour toutes les droites d’étalonnage sont compris entre 0,942
(pour le 1-naphtaldéhyde) et 0,999 (pour la 1,2-benzanthraquinone). Les linéarités les moins bonnes
sont observées pour les 2 CO-HAPs les plus légers a savoir le 1-naphtaldéhyde et la 1,4-
naphtoquinone ; ce résultat peut étre di en partie a la température relativement élevée (180°C)
utilisée lors de I'injection en GC-MS. L’estimation future des concentrations en 1-naphtaldéhyde peut
néanmoins étre jugée comme correcte au regard de la droite d’étalonnage obtenue pour ce composé
(Figure 63). La faible valeur du coefficient de détermination pour la 1,4-naphtoquinone est associée
guant a elle a une trés faible valeur de pente (droite d’équation : y = 0,0059 x + 0,0079) ; cela semble

traduire une sensibilité peu importante pour ce composé.

Pour les 10 autres CO-HAPs, les coefficients de détermination peuvent étre jugés comme tres bons car
tous supérieurs a 0,984. L'étalonnage étant réalisé par ajouts dans I'échantillon de salade, des
concentrations résiduelles sont possibles en benzophénone et en benzo[a]fluorénone (ordonnée a
I’origine non nulle) dans I’échantillon testé. Globalement, les linéarités obtenues sont satisfaisantes et

sont a relier aux limites de sensibilité évaluées en partie suivante.
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3.5.5. Limites de détection et de quantification

Les limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ) sont déterminées par I'analyse d’extraits de
salade dopée a des concentrations équivalentes ajoutées au broyat comprises entre 0 et 10 ug/kg

(Tableau 31).

Tableau 31 : Limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ) pour 12 CO-HAPs dans la salade par
méthodologie QUEChERS — SPE

LOD LoQ

(ug/kg) (ug/kg)
1-naphtaldéhyde 0,10 0,33
1,4-naphtoquinone 1,26 4,19
acénaphtenone 0,01 0,03
9-fluorénone 0,03 0,09
benzophénone 0,04 0,14
6H-dibenzo[bd]pyran-6-one 0,08 0,25
xanthone 0,01 0,03
anhydride 1,8-naphthalique 0,54 1,80
9,10-anthraquinone 0,18 0,59
benzo[a]fluorénone 2,69 8,96
benzanthrone 0,12 0,41
1,2-benzanthraquinone 0,20 0,66

Pour 9 des 12 CO-HAPs ciblés pour étre quantifiés, les limites de détection (LOD) sont inférieures ou
égales a 0,20 ug/kg. Elles peuvent étre jugées comme trés faibles car elles prennent en compte la
nature de I’échantillon ; 1a oU, pour certaines études, elles sont déterminées via I'injection de solutions
standards (non ajoutées a I’échantillon). Il en découle que, pour 3 composés (acénaphténone, 9-
fluorénone, xanthone), des teneurs de I'ordre du 1/10°™ de ppb (0,1 pg/kg) peuvent étre déterminées
dans les fruits et légumes. Des teneurs inférieures au ppb (< 1 ug/kg) peuvent étre aisément
quantifiées pour le 1-naphtaldéhyde, la benzophénone, la 6H-dibenzo[bd]pyran-6-one, la 9,10-

anthraquinone, la benzanthrone et la 1,2-benzanthraquinone. Les valeurs obtenues de LOD
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permettent d’envisager une détection de ces 9 CO-HAPs a I'état d’ultra-traces dans une large palette

de fruits et [égumes.

Les limites de détection pour I'anhydride 1,8-naphtalique, la 1,4-naphtoquinone et Ia
benzo[a]fluorénone sont plus élevées. Elle est cependant tout a fait acceptable dans le cas de
I’anhydride 1,8-naphtalique (LOD = 0,54 ug/kg). Ces composés possedent les valeurs de pente
d’étalonnage les plus faibles (Tableau 30), ce qui peut étre lié a une fragmentation importante par
ionisation électronique. Bandowe et al. (Bandowe et al. 2010a) ont souligné une faible sensibilité de
détection et une instabilité de la 1,4-naphtoquinone dans le systeme GC-MS. La benzo[a]fluorénone,
pour sa part, est éluée sur un segment de temps correspondant a un gradient de température
important du four de la GC ce qui induit un bruit de fond élevé aux alentours de son pic
chromatographique ; la sensibilité lors de I'analyse en est ainsi assez fortement affectée. Néanmoins,
pour ces 2 composeés, des teneurs inférieures a 2,5 pg/kg peuvent étre détectées au moyen de la

stratégie globale d’analyse mise au point.

Globalement, toutes les valeurs de LOD et LOQ sont faibles et cohérentes avec la recherche des CO-
HAPs de 'ordre de quelques pg/kg dans les fruits et légumes. Elles sont comparables voire méme
meilleures que celles pouvant étre trouvées dans la littérature (Bandowe et al. 2010a ; Delhomme et
al. 2008) et qui ont trait a la détermination de CO-HAPs dans d’autres types d’échantillons (aqueux,

particules de I'air, ...).

3.5.6. Spécificité de la stratégie globale d’analyse vis-a-vis de la récupération

d’hydrocarbures aromatiques oxygénés

Nous avons voulu vérifier la spécificité de la stratégie globale d’analyse vis-a-vis des hydrocarbures
oxygénés et plus particulierement des CO-HAPs. Cette étude n’est seulement possible que par une
identification des composés retrouvés dans des échantillons. En prenant un des échantillons pour
lequel nous avons relevé les teneurs les plus fortes en CO-HAPs (peau d’une courgette exposée a des
fumées de combustion de biomasse), nous avons identifié les pics obtenus dans I’extrait analysé en

mode full scan (Figure 64).
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Figure 64 : Chromatogramme en mode full scan (ionisation électronique) d’un échantillon de peau de

courgette exposé a une combustion de biomasse
Extrait obtenu aprées application de la stratégie globale d’analyse au broyat de I’échantillon ; Identification des
pics par comparaison des spectres en mode ionisation électronique avec la banque de données NIST et

confirmation de I'identité apres analyse en mode ionisation chimique

Quelques CO-HAPs ont été repérés sur les chromatogrammes obtenus (en focalisant sur un des ions
majoritaires) ; néanmoins, aucun d’entre eux n’est majoritaire lors de I’analyse en mode full scan et ne
sont pas directement repérable (Figure 64). Les pics les plus distincts appartiennent tous a des
composés possédant au moins un cycle aromatique et un atome d’oxygene (familles des phénols,
éthers oxydes de phénols, ...) ce qui atteste que la stratégie mise en point au cours de cette étude est

spécifique des hydrocarbures aromatiques oxygénés.
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3.6. Conclusion

Dans cette étude, une stratégie d'analyse est mise au point pour la détermination des CO-HAPs
présents a I'état de traces dans les fruits et légumes. La stratégie d’analyse est constituée d’une

extraction QUEChERS, d’une purification par SPE et d’'une analyse par GC-MS.

Les étapes de I‘extraction QUEChERS ont été optimisées sur trois CO-HAPs cibles. Cette méthode
permet une extraction efficace pour 10g d’échantillon des CO-HAPs avec 'acétate d’éthyle et un
mélange de sels contenant 1g de NaCl et 4g de MgS0O4. Une étape de purification est ensuite appliquée
en évaluant trois techniques de purification (dSPE, MEPS et SPE). La technique choisie pour la
purification des extraits QUEChERS est une Extraction en Phase Solide avec une phase solide de type
HLB permettant une élimination des composés de la matrice tout en gardant un bon recouvrement

des CO-HAPs extraits.

Les paramétres de la méthode de séparation en GC-MS ont été optimisés. La méthode d’analyse GC-
MS permet d’obtenir des résolutions satisfaisantes des pics chromatographiques et une bonne
sensibilité d’analyse. Enfin, une base de données contenant 28 CO-HAPs a été créée pour

I'identification et le repérage futur des CO-HAPs.

La stratégie globale d’analyse QUEChERS-SPE-GC-MS a été validée et a montré une bonne linéarité
(coefficients de détermination R? tous supérieurs a 0,942 et pour la plupart supérieurs a 0,984) et une
bonne sensibilité d'analyse. Des limites de détection et de quantification trés faibles sont déterminées
permettant d’atteindre des niveaux de concentration de I'ordre de quelques dixiemes de pg/kg pour
certains CO-HAPs dans des matrices complexes telle que les fruits et les légumes. L’avantage majeur
de cette stratégie d’analyse est I'absence d’effet de matrice ainsi que sa spécificité. Elle est
transposable a au moins une dizaine de matrices (fruits, légumes et de I'herbe) et elle permet

d’extraire sélectivement les hydrocarbures aromatiques oxygénés.

La méthodologie globale développée est appliquée, par la suite, a I'analyse des CO-HAPs dans des
échantillons de fruits et légumes issus de jardins potagers urbains, ce qui n’a jamais été réalisé

auparavant.
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Chapitre 4. Applications a des végétaux issus de jardins potagers urbains

4.1. Présence des CO-HAPs dans les végétaux situés dans

des jardins potagers urbains

Au total 40 échantillons végétaux (Tableau 14 et Tableau 15) ont été évalués pour leur patrimoine en
CO-HAPs en milieu naturel. La trés grande majorité (38 sur 40) ont été prélevés en milieu urbain. Parmi
ces échantillons, des salades, des tomates et des feuilles de tomates ont été récoltées spécifiquement
dans sept jardins potagers situés dans les trois plus grandes métropoles normandes a savoir les villes
de Caen, Rouen et Le Havre. Une comparaison de la présence en CO-HAPs est tout d’abord réalisée en
partie 4.1.1. Pour un des jardins potagers situé en milieu urbain la palette végétale (salades, tomates
et leurs feuilles) a été étendue a des courgettes et des feuilles de courgettes au cours de 2 années, ce

qui fera I'objet d’une présentation en partie 4.1.2.4.

La distribution de 29 CO-HAPs dans les végétaux sera étudiée dans ces différentes parties a travers la

présence de :

» 13 CO-HAPs dont les concentrations ont pu étre déterminées grace a la stratégie globale
d’analyse mise au point en partie précédente (1-naphtaldéhyde, 1,4-naphtoquinone, 1-
acénaphténone, 9-fluorénone, benzophénone, xanthone, 6H-dibenzo[bd]pyran-6-one, 9,10-
anthraquinone, anhydride 1,8-naphtalique, benzo[a]fluorénone et benzo[b]fluorénone,

benzanthrone, 1,2- benzanthraquinone),

» 13 CO-HAPs dont le niveau a été évalué a travers leur aire relative au moyen de la stratégie
globale d’analyse (1,2-naphtoquinone, acénaphténequinone, anhydride 1,2-naphtalique,
anhydride 2,3-naphtalique, 9-phénanthréene-carboxaldéhyde, 1,4-anthraquinone, 9,10-
phénanthrénequinone, 2,2'-biphényldicarboxaldéhyde, 4,4'- biphényldicarboxaldéhyde, 2-

méthylanthraquinone, 2-nitro-9-fluorénone, 1-pyrénecarboxaldéhyde, acéanthrénequinone)

La présence de 3 CO-HAPs n’a pu étre évaluée (anthrone, 1,4-chrysénequinone et 5,6-

chrysénequinone) ; ces derniers n’ayant pu étre repérés au cours des analyses.
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4.1.1. Présence des CO-HAPs dans des salades, tomates et feuilles de tomates

issues de jardins potagers urbains normands

La présence de CO-HAPs dans des salades, tomates et feuilles de tomates a été évaluée dans 8 jardins
potagers urbains distincts dont 3 situés dans la ville de Rouen (Année 2019), 3 situés dans la ville du
Havre (Année 2019) et 1 situé dans la ville de Caen (Année 2018 et Année 2019). Parmi la tres large
palette végétale étudiée, la salade a tout d’abord été sélectionnée car elle posseéde une importante
surface d’exposition. La tomate est étudiée parce qu’elle est le seul fruit largement cultivé dans les
jardins potagers et des feuilles situées sur les mémes pieds de tomate ont été prélevées afin de vérifier

s’il existe une relation entre la présence sur le fruit et dans les feuilles correspondantes.

Une synthése des résultats est consignée dans le Tableau 32. Globalement les concentrations en CO-
HAPs sont toutes tres faibles avec un maximum de 5,80 pig/kg retrouvé pour le 1-naphtaldéhyde dans
un échantillon de feuilles de tomate. Excepté pour cet échantillon, seule la benzophénone présente
quelques valeurs de concentrations comprises entre 2,5 et 5 ug/kg et peut étre clairement considérée
comme le CO-HAP majoritaire déterminé dans ces végétaux étudiés en milieu urbain. La
benzophénone (LOQ = 0,14 pg/kg) a pu étre quantifiée dans les 8 échantillons de tomates, les 8
échantillons de feuilles de tomate et 7 échantillons sur 8 de salade. Les mécanismes conduisant a la
formation de la benzophénone sont assez peu connus. Sa présence dans |’environnement a pu étre
attribuée a des émissions de moteur diesel (Jakober et al 2006). Elle est, de plus, largement utilisée
comme additif notamment dans les insecticides, les cosmétiques et les produits de nettoyage
ménagers ; au total 10 000 tonnes de benzophénone ont été produites dans I'Union européenne en
2003 (NTP 2006). Des concentrations variant entre 0,38 et 0,43 ng/m?3 ont été déterminées dans des
particules d’air en milieu urbain (Sienra et al. 2006). La benzophénone peut pénétrer dans
I’environnement par les lixiviats de décharges de déchets solides et via les effluents des stations
d'épuration des eaux usées (Ricking et al. 2003 ; Jeon et al. 2006). La présence de la benzophénone
dans I'environnement semble ubiquitaire et a été reportées dans les sols, les sédiments et les
écosystémes aquatiques (Careghini et al. 2015). Des teneurs dans les sols entre 0,82 et 16,55 pg/kg et
dans les sédiments entre 2,7 et 110 ug/kg ont été déterminées par Carghini et al. (Careghini et al.
2015). Les concentrations en benzophénone retrouvées dans les échantillons végétaux prélevés en
milieu urbain, dans le cadre de cette étude, peuvent étre potentiellement issus de sources de

combustion (exposition aérienne) et/ou d’activités industrielles (pollution des sols).

La 1-acénaphténone et la 9-fluorénone atteignent des concentrations maximales respectivement de

0,75 et de 2,26 ug/kg dans les végétaux étudiés. lls ont pu étre détectés, et méme la plupart du temps
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quantifiés, dans la quasi-totalité des échantillons. La stratégie globale d’analyse permet leur
quantification a des teneurs relativement faibles (LOQ respectivement égales a 0,03 ug/kg et a 0,09
ug/kg). La présence de ces 2 composés a été attestée par Nalin et al. (Nalin et al. 2016) qui ont retrouvé
lors de combustion de bois des pourcentages de 15 a 20% pour la 1-acénaphténone et de 8 a 25% pour
la 9-fluorénone par rapport au total émis en CO-HAPs. Une origine reliée a des sources de combustion

en milieu urbain peut étre ainsi envisagée pour la 1-acénaphténone et la 9-fluorénone.

Le 1-naphtaldéhyde, la 6H-dibenzo[bd]pyran-6-one et la benzanthrone ont pu étre détectés et
qguantifiés dans un peu plus de la moitié des échantillons. Leur limite de détection (toujours inférieure
a 0,12 ug/kg) est aussi relativement faible. Leurs teneurs sont néanmoins tres différentes selon le type
de végétal étudié. Le 1-naphtaldéhyde, le plus léger des CO-HAPs recherchés, peut atteindre des
concentrations assez importantes dans quelques échantillons de feuilles de tomate (concentration
maximale de 5,80 ug/kg) ce qui se traduit par une concentration médiane de 1,31 pg/kg dans ce type
de végétal. Les concentrations médianes en 1-naphtaldéhyde sont plus faibles (respectivement 0,62
ng/kg et 0,47 pug/kg) pour les échantillons de salade et de tomate. La 6H-dibenzo[bd]pyran-6-one est
guantifiée a des concentrations faibles dans les trois types d’échantillons (concentration maximale de
1,76 ug/kg). La benzanthrone, CO-HAP lourd, est quantifiée a des concentrations faibles aux alentours
de 1 pg/kg dans les trois types d’échantillons. Cependant elle est quantifiée dans la quasi-totalité des
échantillons de salades. Contrairement au 1-naphtaldéhyde, présent en faible teneur dans la salade,

la benzanthrone semble se déposer plus facilement sur la salade.

Les 1,2-naphtoquinone et 1,4-naphtoquinone n’ont été détectées dans aucun des échantillons issus
des jardins potagers urbains. Les naphtoquinones ont été identifiées auparavant dans des émissions
de véhicules diesel et essence (Cho et al., 2004; Jakober et al., 2007) ; elles sont ainsi potentiellement
présentes dans I'atmosphére des grandes villes notamment celles visées au cours de cette étude
(Caen, Rouen et Le Havre). En ce qui concerne la 1,4-naphtoquinone, en dépit d’une limite de détection
relativement élevée (LOD = 1,26 ug/kg), il est possible de conclure que ce composé n’atteint pas des
teneurs importantes (concentration < LOD) dans les végétaux testés. Un constat similaire peut étre
réalisé pour les benzofluorénones (benzo[a]fluorénone et benzo[b]fluorénone, composés co-élués
dans les conditions d’analyse retenues) ; leur concentration globale ne peut excéder 2,69 pg/kg (LOD
pour la benzo[a]fluorénone) dans les tomates, feuilles de tomates et salades récoltées en milieu

urbain.

L'anhydride 1,8-naphtalique n’a été détectée que dans 4 échantillons au total sur les 24 testés
(Tableau 32). Elle atteint une concentration d’environ 2 ug/kg dans un échantillon de salade, un

échantillon de tomate et un échantillon de feuilles de tomate. Néanmoins, les teneurs relevées sont
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inférieures a 0,5 pg/kg (LOD = 0,54 pg/kg) dans la quasi-totalité des échantillons. En considérant
I’ensemble des anhydrides naphtaliques (anhydrides 1,2-naphtalique, 2,3-naphtalique et 1,8-
naphtalique) leur présence semble plus importante dans les tomates que dans les autres végétaux

testés.

La 9,10-anthraquinone, utilisée anciennement dans le traitement des fruits et légumes, n'est plus
autorisée dans I'Union Européenne. Cette derniéere a fixé la limite maximale de résidus pour la 9,10-
anthraquinone (LMR) dans les fruits et légumes a I'état frais ou congelé a 0,01 mg/kg. La 9,10-
anthraquinone est le CO-HAPs le plus abondant dans les échantillons d’air et particules d’air (Albinet
el al. 2007, 2008 ; Ringuet et al. 2012a; Tomaz et al 2016). Cependant, les concentrations en 9,10-
anthraquinone trouvées dans les échantillons végétaux sont faibles (concentration maximale de 1,19
ug/kg) mais ne peuvent pas étre négligées notamment pour certains types de végétaux. Les quinones
les plus lourdes (anthraquinones, benzanthraquinone, ..) ont été détectées dans assez peu
d’échantillons malgré des limites de détection potentiellement peu élevées (LOD = 0,18 ug/kg pour la

9,10-anthraquinone ; LOD = 0,20 pg/kg pour la 1,2-benzanthraquinone).
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Tableau 32 : Liste des 29 CO-HAPs évalués ; concentrations médiane et maximale trouvées dans les échantillons végétaux situés dans des jardins potagers
urbains

Composé MM  Quantifié Salade (8 éch.) Tomate (8 éch.) Feuille tomate (8 éch.)
LOD
(c_z) (Lob)/ Détecté Quantifié  Cmegiane - Détect Quantifi  Cmediane - Détecté Quantifié  Cmediane -
niveau * % Conox & * & ** Crnax * * % Crnax

évalué (NE)

1,2-naphtoquinone 158 NE 0 - - 0 - - 0 - -

acénaphténequinone 182 NE 1 - - 2 - - 2 - -

anthrone 194 «x 0 - - - - - - - -

anhydride 1,2- 198 NE 0 - - 4 = s 0 - -
naphtalique

anhydride 2,3- 198 NE 0 - - 3 - - 1 - -
naphtalique
9-phénanthréne- 206 NE 0 - - 1 - - 1 - -
carboxaldéhyde
1,4-anthraquinone 208 NE 2 - - 2 - - 4 - -
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9,10- 208 NE 0 - - 0 - - 0 - -
phénanthrénequinone
2,2'- 210 NE 1 - - 0 - - 0 - -
biphényldicarboxaldéhyd
e
4,4'- 210 NE 1 - - 0 - - 1 - -
biphényldicarboxaldéhyd
e
2-méthylanthraquinone 222 NE 3 - - 2 - - 0 - -
2-nitro-9-fluorénone 225 NE 0 - - 0 - - 0 - -
1-pyrénecarboxaldéhyde 230 NE 0 - - 0 - - 0 - -
acéanthrenequinone 232 NE 0 - - 0 - - 0 - -
1,4-chrysénequinone 258 x 0 - - 0 - - 0 - -
5,6-chrysénequinone 258 x 0 - - 0 - - 0 - -
« * » nombre de fois détecté dans I’échantillon « ** » nombre de fois quantifié dans I’échantillon
« X » non détecté « - » non déterminé NE : niveau évalué Q: quantifié
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4.1.2. Différence de composition en CO-HAPs dans des salades, tomates et feuilles

de tomates issues de jardins potagers urbains normands

Malgré les teneurs relativement faibles voire tres faibles retrouvées en CO-HAPs dans les échantillons
végétaux récoltés dans les jardins potagers urbains, quelques différences semblent se dessiner au
niveau de la composition en CO-HAPs entre les salades, les tomates et les feuilles de tomates. Ces
aspects seront discutés dans cette partie en comparant tout d’abord le contenu global en CO-HAPs
(partie 4.1.2.1), puis le contenu en certains CO-HAPs (partie 4.1.2.2) tout en mettant en évidence des

différences entre sites de production (partie 4.1.2.3) et selon I'année (partie 4.1.2.4).

4.1.2.1. Comparaison globale du contenu en CO-HAPs dans les végétaux

Les teneurs en 9 CO-HAPs possédant tous des limites de quantification inférieures a 0,18 pg/kg ont été
sommées pour chacun des échantillons récoltés dans les jardins potagers urbains. De cette sélection
sont exclus la 1,4-naphtoquinone, I'anhydride 1,8-naphtalique et la benzo[a]fluorénone qui possedent
des limites de quantification tres élevées par rapport aux autres composés. Une teneur totale en CO-
HAPs (3 9 CO-HAPs) peut ainsi étre exprimée et faire I'objet d’'une comparaison entre végétaux (Figure
65). Les végétaux ciblés sont les salades, tomates et feuilles de tomate issues des 7 jardins potagers

urbains.
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Figure 65 : Boite a moustaches des teneurs totales en 9 CO-HAPs (ug/kg) dans les échantillons de

salade tomate et feuilles de tomates issus des jardins potagers urbains (Année 2019, n=7)

Une dispersion importante de la concentration totale en CO-HAPs (39 CO-HAPs) peut étre observée
quel que soit le végétal mis en jeu (Figure 65). La concentration totale en CO-HAPs est néanmoins
relativement dépendante du type de végétal étudié. La médiane de la concentration totale pour les
tomates est de I'ordre de 4 pg/kg, alors qu’elle est de I'ordre de 5 ng/kg pour les salades et de 7 ug/kg
pour les feuilles de tomates. Ces résultats attestent d’une présence globale en CO-HAPs beaucoup plus
importante dans les feuilles de tomate que dans les tomates elles-mémes. De plus, la salade présente
un « comportement intermédiaire » vis-a-vis de la présence en CO-HAPs. |l semble ainsi qu’il existe un
lien entre la présence globale en CO-HAPs et les caractéristiques de la surface d’exposition de
I’échantillon. Une tendance a une adsorption dépendante de la surface d’exposition a déja été signalée

dans le cas de fruits exposés aux HAPs (Paris et al. 2018).

Dans une étude de suivis des dépots de OHAPs et de HAPs (dont quelques CO-HAPs) en milieu urbain
(Walgraeve 2017 et al.), des feuilles de Taxus baccata ont été utilisée comme bio-indicateurs. L'image
microscopique d'une coupe transversale d'une feuille de T. baccata a permis de montrer qu’elle

contient des cellules épidermiques recouvertes d'une cuticule ou d'une couche de cire qui sert de lieu
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de stockage pour les micropolluants cibles. Cette surface cireuse varie selon le type du végétal ce qui

se traduit par différents niveaux de contamination.

41.2.2. Présence spécifiqgue de CO-HAPs dans les échantillons végétaux

En raison de la difficulté d’interprétation des résultats et notamment d’'une forte dispersion des
concentrations relevées en CO-HAPs, une analyse en composantes principales (ACP) est utilisée (Figure
66) pour caractériser le comportement des CO-HAPs quantifiés vis-a-vis du type d’échantillon. La
médiane des concentrations de chaque CO-HAPs pour un type de végétal donné (tomates, salades,
feuilles de tomates) est utilisée comme valeur de référence pour I'élaboration de cette analyse
statistique et ainsi réduire les variations liées a I’environnement de chaque échantillon. Les quantités
médianes liées a 6 CO-HAPs (benzanthrone, 6H-dibenzo[bd]pyran-6-one, benzophénone, 9-
fluorénone, 1-acénaphténone, 1-naphtaldéhyde) ont été prises exclusivement en compte du fait de

leur présence quantifiable dans la quasi-totalité des échantillons.

Biplot (axes F1 et F2 : 100,00 %)

4 —
; benzanthrone i
5 salade

[ ]
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— 1 T+
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-1 T 1-acénaphténone
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Figure 66 : Analyse en composantes principales (graphique d’observation et de variables) basée sur la

concentration de 6 CO-HAPs dans les échantillons végétaux des jardins potagers urbains
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Les deux axes principaux F1 et F2 de I'’ACP visant a caractériser la présence des CO-HAPs dans un type
d’échantillon (Figure 66) couvrent 100% de la variance et peuvent étre considérés comme une
représentation complete de I'ensemble des résultats. Les trois types d’échantillons (salades, tomates,
feuilles) se distinguent clairement sur le graphique de variables, ce qui révele une présence
différenciée des CO-HAPs selon le type d’échantillon. La combinaison des graphiques d’observation et
de variables permet d’observer que le 1-naphtaldéhyde, la 1-acénaphténone, la 9-fluorénone et la
benzophénone (CO-HAPs légers) sont plutét spécifiques des feuilles de tomates, que la benzanthrone
(CO-HAP lourd) est plutét spécifique de la salade, et qu’enfin la 6H-dibenzo[bd]pyran-6-one est plutét

spécifique des tomates.

Les tomates et feuilles de tomates sont plus spécifiquement étudiées car il est possible de considérer
gu’elles ont exactement le méme environnement aérien et terrestre. En effet, pour chaque jardin
potager urbain, les feuilles de tomates analysées ont été prélevées sur le méme pied que les tomates.
Une comparaison directe sous forme de diagrammes empilés (somme des concentrations de chaque

CO-HAPs) peut étre par conséquent réalisée (Figure 67).
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Figure 67 : Comparaison de la concentration totale des CO-HAPs quantifiés dans les échantillons de

tomates et de feuilles de tomates (année 2019)

T : tomates, F : feuilles de tomates

Il est confirmé par ces diagrammes (Figure 67) que, quel que soit le site de préléevement, les
concentrations totales en CO-HAPs dans les tomates sont inférieures a celles déterminées dans les
feuilles de tomates correspondantes. Seul un site de préléevement déroge a cette regle et concerne la
ville de Rouen (échantillon « Rouen 2 ») ; pour ce site, les concentrations totales sont quasiment les
plus faibles et dominées par une présence presque exclusive de benzophénone. Les teneurs plus
élevées en CO-HAPs retrouvées dans les feuilles de tomates peuvent étre liées a leur plus grande
surface d’exposition comparativement au fruit. Une exposition aérienne des végétaux aux CO-HAPs ou
a des précurseurs de CO-HAPs est a privilégier dans ce contexte ; en effet, il est peu probable qu’ils
proviennent du sol étant donné que les teneurs sont déterminées en poids relatif. De plus, la capacité
des CO-HAPs a se fixer sur I’épiderme du végétal semble étre aussi a négliger au regard de la surface
totale d’exposition car la surface du fruit est plus hydrophobe que celle des feuilles (Gérna-Binkul et

al. 1996, 1997).
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Des résultats similaires sont obtenus pour le contenu en HAPs dans des végétaux recoltés en milieu
urbain (Ashraf et al. 2012). Des teneurs en HAPs plus élevées ont été retrouvées dans les légumes a

feuilles (épinards) ques les autres fruits et Ilégumes.

En fonction de ces résultats, des essais de corrélation pour chaque CO-HAPs ont été réalisés. Il est a
noter que la 9,10-anthraquinone ne présente pas de corrélation particuliere mais qu’elle est présente
dans 3 échantillons de feuilles de tomates alors que sa concentration est inférieure a sa limite de
quantification pour I'ensemble des échantillons de tomates. Majoritairement, les CO-HAPs sont
individuellement plus présents dans les feuilles que dans le fruit mais une seule corrélation significative

a été obtenue et elle concerne la 9-fluorénone (Figure 68).
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Figure 68 : Corrélation pour la concentration en 9-fluorénone dans les feuilles de tomates et dans les

tomates

Un coefficient de corrélation (rs) non paramétrique de Spearman égal a 0,73 pour un intervalle de
confiance de 95 % (p = 0,05) est obtenu pour la 9-fluorénone. Cette valeur exprime une relation forte

entre la concentration en 9-fluorénone dans les tomates et dans les feuilles de tomates.
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4.1.2.3. Différence de composition en CO-HAPs selon les sites de production

Afin d’évaluer la composition en CO-HAPs selon le site de prélevement, les 3 valeurs de concentrations
totales obtenues (39 CO-HAPs pour les tomates, les salades et les feuilles de tomates) sont prises en

compte et comparées au moyen d’une boite a moustaches (Figure 69).

12 ® LeHavre3 ® Rouen 2 B LeHavre 1l © Rouen3 ® Rouen 1 ® Le Havre 2 ® Caen 3

"

12

10

Concentration totale (ug/kg)

=

Faible Movyen/Elevé

Figure 69 : Boite a moustaches des teneurs totales en CO-HAPs (ug/kg) dans les trois échantillons

végétaux (tomates, salade, feuilles de tomates) issus des jardins potagers urbains

Il est ainsi possible de distinguer deux « types » de jardins potagers urbains selon leurs concentrations

globales en CO-HAPS : ceux possédant des :

- concentrations totales faibles, variant entre 0,58 et 3,11 ug/kg et qui correspondent aux sites
« Le Havre 3 » et « Rouen 2 »,
- concentrations totales plus élevées, variant entre 3,06 et 12,57 pg/kg et qui correspondent

aux autres sites a savoir « Le Havre 1 et 2 », « Rouen 1 et 3 » et « Caen 3 ».

La localisation des sites de prélevement est rappelée ci-dessous en Figure 70.
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Parmi les deux sites possédant un niveau faible total en CO-HAPs, on retrouve tout d’abord un jardin
potager « Le Havre 3 » (Figure 69) qui est situé a I'ouest de la ville du Havre (Figure 70) et exposé aux
vents dominants provenant de la mer. Situé a I'écart du centre-ville et de 'activité industrielle de la
ville, il est peu probable qu’il soit soumis a une pollution urbaine étant donné que les vents dominants

en Normandie proviennent majoritairement de I'ouest.

De méme, le jardin potager « Rouen 2 » possede une localisation particuliere (Figure 70) ; il est moins
soumis aux vents dominants de la ville que les deux autres sites « Rouen 1 » et « Rouen 2 » et il est
localisé dans une vallée relativement protégée du vent et en bordure de la ville. De plus, nous n’avons
remarqué |’existence d’aucune source éventuelle de pollution (trafic routier, activité industrielle, ...) a
proximité immédiate de ce site. Ces constats tendent a confirmer les hypothéses formulées par Kojima
et al. et Albinet et al. (Kojima et al. 2010b; Albinet et al. 2007) qui ont démontré que les concentrations
en CO-HAPs dans I'atmosphére ont tendance a diminuer avec I'augmentation de la distance par

rapport a la source de pollution.

Afin de hiérarchiser la discussion pour les autres sites ol les végétaux contiennent des teneurs plus

élevées en CO-HAPs une analyse en composantes principales est réalisée (Figure 71).
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Observations (axes F1 et F2 : 67,68 %)
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Figure 71 : Analyse en composantes principales (graphique d’observation) basée sur la concentration
de 6 CO-HAPs (dont LOQ < 0,16 pg/kg) selon le lieu de prélevement dans les échantillons végétaux

des jardins potagers urbains

La représentation statistique (Figure 71) permet de séparer clairement les sites de prélévements entre
eux. Les deux sites « Rouen 2 » et « Le Havre 3 », ou les teneurs en CO-HAPs sont les plus faibles, sont
différenciés des autres jardins potagers selon I'axe des abscisses (projection représentant la plus

grande variabilité des données soit 41% de la variance).

Le site de prélevement « Rouen 3 » est nettement isolé sur cette projection ; situé le plus en hauteur
(environ 110 metres d’altitude), il correspond au site urbain le plus éloigné du centre d’une des villes
et de zones importantes d’activités industrielles. Il est néanmoins situé a proximité d’une chaufferie
mais relativement peu active a la période ou ont été réalisés les prélevements (mois de Juillet) et les

végétaux y sont exposés aux vents dominants de la ville.

Les 4 autres jardins potagers sont situés en centre-ville (« Rouen 1 »), a proximité de zones industrielles
importantes (« Le Havre 1 » et « Le Havre 2 ») et d’un fort trafic routier (« Caen 3 ») (Figure 20) ; la

présence en CO-HAPs semble y étre ainsi plus importante dans les végétaux prélevés.
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4.1.2.4. Différence de composition en CO-HAPs selon le facteur « Année »

Des échantillons de tomates, feuilles de tomates, courgettes et feuilles de courgettes sont récoltés
dans le jardin potager urbain « Caen 3 » (Figure 70) en 2018 et en 2019. Les broyats d’échantillons ont
tous été congélés (-26 °C) pour étre tous extraits, purifiés et analysés au cours de la méme semaine
afin de s’affranchir d’une potentielle dérive des résultats. L'objectif est de vérifier s’il existe un effet
« année » pour la composition en CO-HAPs des végétaux situés dans les jardins potagers urbains. Les
profils de concentrations en CO-HAPs pour les années 2018 et 2019 pour les courgettes, les feuilles de

courgettes, les tomates et les feuilles de tomates sont présentés en Figure 72.

¥ 1-naphtaldéhyde ® 1-acénaphténone u 9-fluorénone
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Figure 72 : Concentrations totales en CO-HAPs quantifiés dans les végétaux issus du jardin potager

urbain « Caen 3 » pour les années 2018 et 2019
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Cette étude permet tout d’abord de confirmer que (i) quel que soit I'année et (ii) quel que soit le
végétal étudié, la concentration totale en CO-HAPs est supérieure dans les feuilles que dans le fruit ou
le légume (Figure 72). Le contenu en CO-HAPs dans chaque échantillon semble étre trés dépendant de
I’'année de production. Des teneurs globales en CO-HAPs tres élevées sont obtenues pour I'année 2018
comparativement a I'année 2019. Les feuilles de courgettes récoltées au cours de I'année 2018 ont
notamment une concentration totale 8 fois plus élevée en CO-HAPs que celles récoltées au cours de
I'année 2019. Cette diminution de teneur totale entre I'année 2018 et I'année 2019 est traduite soit
(i) par une teneur plus faible de certains CO-HAPs (la concentration en benzophénone et en 9-
fluorénone est notamment plus de trois fois plus faible en 2019 qu’en 2018 pour les tomates) ou soit
(i) par le fait que certains CO-HAPs comme la 9,10-anthraquinone et I’'anhydride 1,8-naphtalique n’ont
été déterminés que dans les échantillons prélevés en 2018. Une variabilité annuelle trés marquée est

ainsi observée pour I'ensemble des végétaux.

Une analyse en composantes principales (ACP) a été effectuée pour une représentation différente des
données. Les échantillons végétaux produits pendant I'année 2018 et 2019, ont été comparés au
moyen des concentrations en CO-HAPs quantifiés dont la LOQ < 0,16 pg/kg (Figure 73). En raison de
sa limite de quantification plus élevée, les concentrations en anhydride 1,8-naphthalique n’ont pas été

pris en compte pour cette ACP.

Observations (axes F1et F2: 70,30 %)
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Figure 73 : Analyse en composantes principales (graphique d’observation) basée sur la concentration

de 6 CO-HAPs dans les échantillons végétaux issu du jardin Caen 3 (année 2018 et 2019)
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La premiére et la deuxieme composantes principales (F1 et F2) décrivent respectivement 46 % et 24 %
de la variabilité (Figure 73). Deux groupes d’échantillons sont établis, avec chaque groupe qui
correspond a une année d’échantillonnage. La formation de ces groupes ainsi que leur position sur le
graphique sont liés a la variabilité annuelle ainsi qu’au type d’échantillon. L'axe de la composante
principal (F1) semble séparer les échantillons selon leurs contenus en CO-HAPs, avec une
augmentation de la teneur totale en CO-HAPs de la gauche vers la droite. Les groupes formés dans
I’ACP, malgré la faible distance entre les deux groupes, permet de confirmer un effet « année » sur le

contenu en CO-HAPs dans les échantillons.
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4.2. Présence des CO-HAPs dans les végétaux exposés a

des sources de combustion

Pour vérifier la production de CO-HAPs a partir de sources de combustion et identifier éventuellement
des marqueurs pour chaque source de combustion, de I’herbe et neuf fruits et Iégumes provenant du
commerce sont intentionnellement exposés en méme temps a des fumées de combustion de

biomasse, a des émissions de moteur diesel et a des émissions de chaudiére au fioul pendant 3 heures.

4.2.1. Comparaison de la présence globale en CO-HAPs a partir de sources de

combustion

Parmi les échantillons exposés, des salades et des tomates ont été ciblées dans un premier temps pour
étudier les trois sources d’émission de CO-HAPs et tenter de relier les résultats a ceux obtenus pour
les 3 jardins potagers urbains pour lesquels les concentrations les plus élevées en CO-HAPs ont été
observées (jardins potagers « Caen 3 », « Rouen 1 » et « Le Havre 2 »). Les teneurs globales en 11 CO-
HAPs (3 11 CO-HAPs) dans chaque échantillon exposé ont été calculées pour chacune des trois sources
de combustion puis comparées a titre indicatif avec celles déterminées pour les végétaux issus des 3

jardins potagers (Figure 74).
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Figure 74 : Teneurs totales en 11 CO-HAPs quantifiés (3 11 CO-HAPs) dans les échantillons de tomate
et de salade exposés a des fumées de combustion de biomasse, a des émissions de moteur diesel et

a des émissions de chaudiére au fioul

Les teneurs globales obtenues en CO-HAPs dans les végétaux exposés (Figure 74) sont recherchées afin
de vérifier des tendances et ne sont données qu’a titre indicatif. En effet, les concentrations
individuelles calculées pour plusieurs CO-HAPs dans le cas de certaines expositions (fumées de
combustion de biomasse pour la salade et la tomate, émissions d’une chaudiéere au fioul pour la salade)
dépassent le point de gamme maximal testé lors de la validation de méthode (10 pg/kg dans le

végétal). Les teneurs globales les plus élevées (Figure 74) peuvent ainsi étre en partie erronées.

Néanmoins, pour une durée d’exposition identique de 3 heures et pour une mise en jeu d’une quantité
relativement similaire de combustible (environ 2L de fioul, 2L de diesel, 2 kg de bois), une différence
trés nette est observée au niveau de la teneur totale en CO-HAPs issue des trois sources d’émission
aussi bien pour les salades exposées que pour les tomates exposées. La concentration totale en CO-
HAPs la plus élevée est obtenue a partir des émissions de combustion de biomasse (= 150 et 1100
ug/kg), suivie des émissions de chaudiére au fioul qui sont dix fois plus faibles (=~ 15 et 150 pg/kg) alors

qgu’elle est de I'ordre de grandeur des concentrations totales trouvées dans les jardins potagers urbains
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(3,5 et 6,4 pug/kg) pour les émissions de moteur diesel (3,8 et 7,5 ug/kg). Ces résultats attestent d’'une
exposition aux CO-HAPs beaucoup plus importante par combustion de biomasse qu’au moyen
d’émissions de chaudiéere au fioul. Une comparaison des teneurs en quelques CO-HAPs produits dans
I'air en fonction d’un type de combustible (Chen et al. 2017) a montré des niveaux plus élevés lorsque
des combustibles solides traditionnels tels que le bois et la mousse de tourbe sont utilisés par rapport

a des énergies telles que I'électricité et le gaz de pétrole liquéfié (GPL).

Il est aussi confirmé par ces résultats que la concentration totale en CO-HAPs susceptible de se déposer
par exposition sur un végétal est dépendante de la nature de celui-ci. Les tomates et les salades,
contenant initialement une quantité nulle ou négligeable en CO-HAPs, sont soumises ici a une méme
durée et aux mémes conditions d’expositions. Cependant, quel que soit le type d’exposition, les
teneurs totales retrouvées en CO-HAPs dans les tomates sont nettement inférieures a celles
déterminées dans les salades. Cette différence significative observée entre ces deux types
d’échantillon semble tres dépendante de la morphologie du végétal et plus particulierement de sa
surface spécifique. La surface spécifique plus importante d’une salade en interaction avec la phase
gazeuse, comparativement a des tomates, permet visiblement une accumulation plus importante de
CO-HAPs. La dimension de la surface d’échange entre un végétal et son espace aérien semble étre, par
conséquent, un facteur primordial pour un dépot de CO-HAPs. Cela semble confirmer I’hypothéese
gu’une contamination en CO-HAPs des végétaux issus de jardins potagers urbains (partie 4.1.2.2) soit

attribuable a une exposition aérienne plutot qu’a une exposition terrestre.

4.2.2. Comparaison de la présence globale en CO-HAPs dans différents végétaux

suite a des expositions

Pour vérifier le lien existant entre la teneur totale en CO-HAPs dans les végétaux exposés et leur surface
spécifique, le contenu total en CO-HAPs est étudié. Une comparaison directe sous forme de
camembert (en pourcentages) de la teneur totale en 11 CO-HAPs dans I’ensemble des 9 échantillons
végétaux exposés aux émissions de combustion de biomasse et de chaudiere au fioul est réalisée
(Figure 75). Les résultats pour les émissions du moteur diesel ne sont pas présentés ici du fait qu’un

des 9 échantillons végétaux (I’'herbe) n’a pas pu étre analysé.
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Figure 75 : Pourcentages en concentration totale des CO-HAPs quantifiés dans 9 végétaux exposés

aux émissions de combustion de biomasse et de chaudiére au fioul

Les résultats donnés ici (Figure 75) sont aussi a discuter sous forme de tendance du fait que certaines
concentrations individuelles utilisées dépassent 10 pg/kg. De plus, le calcul de tels pourcentages n’a
pas a priori de signification. Cependant, cette représentation (Figure 75) permet de mettre en lumiére
et de comparer plus aisément la capacité des CO-HAPs a se fixer sur différents végétaux situés dans un
méme environnement exposé. Les 2 végétaux (herbe et salade) proposant les surfaces spécifiques ont
subi un dépot en CO-HAPs bien supérieur aux autres. Pour ces 2 végétaux, le rapport surface
spécifique/masse est le plus élevé de toute la palette végétale testée. Il est ensuite difficile de
distinguer clairement les végétaux entre eux. Néanmoins, les 3 végétaux possédant le rapport surface
spécifique/masse le plus faible (pommes de terre, courgette et concombre) ont subi un dépét en CO-

HAPs bien moindre que les autres végétaux.
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4.2.3. |dentification des marqueurs de chaque source de combustion

Les trois sources de combustion étudiées présentent des productions en CO-HAPs trés différentes. De
plus, les végétaux ciblés ne possedent pas tous les mémes caractéristiques d’adsorption des CO-HAPs.
Par conséquent, afin de différencier les sources de combustion et de révéler des CO-HAPs marqueurs
d’un type d’exposition, une comparaison des teneurs en chaque CO-HAP est effectuée (Tableau 33).
La médiane des concentrations individuelles pour chaque CO-HAPs est utilisée comme estimateur pour
I'ensemble des végétaux exposés (excepté pour I'herbe) pour une source de combustion donnée

(combustion de biomasse, émissions de moteur diesel, €missions de chaudiere au fioul).
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Tableau 33 : Médiane des concentrations déterminées (ou aire relative) pour chaque CO-HAP dans les
échantillons végétaux exposés aux trois sources de combustion (combustion de biomasse, émissions

de moteur diesel et émissions de chaudiere au fioul)

Combustion de Emission chaudiére Emission moteur

biomasse fioul diesel

Concentration médiane (pg/kg)

1-naphtaldéhyde 21 2,5 1,6
acénaphténone 6,3 0,35 0,28
9-fluorénone 12 4,5 1,6
benzophénone 24 6,7 4,8
xanthone 1,9 0,17 0,19
6H-dibenzo[bd]pyran-6-one 5,8 2,5 0,90
anhydride 1,8-naphthalique - 5,2 6,9
9,10-anthraquinone 6,4 2,4 0,47
benzanthrone - 0,63 -
benzo[a]fluorénone+ - 18 -

benzo[b]fluorénone

1,2-benzanthraquinone - 1,1 -

Niveau (aire relative)

anhydride 1,2-naphtalique 0,76 0,32 0,27
anhydride 2,3-naphtalique - 0,65 -
1,4-anthraquinone - 0,38 -
9,10-phénanthrénequinone - 0,55 -

2,2'-biphényldicarboxaldéhyde - 0,28 0,08
2-méthylanthraquinone - 9,25 -
1-pyrénecarboxaldéhyde - 0,53 -

Le patrimoine en CO-HAPs émis par chaque source de combustion et déposé sur les végétaux exposés
est relativement différent (Tableau 33). La ou les émissions liées aux combustions de biomasse et de
moteur diesel présentent des profils en CO-HAPs ne regroupant quasiment que des composés légers
(masse molaire inférieure a 208 g/mol, correspondant a celle de la 9,10-anthraquinone), celles qui
correspondent a une chaudiére au fioul rassemblent une présence fournie en CO-HAPs plus lourds.

Des concentrations en benzofluorénone (230 g/mol) souvent supérieures a 10 ug/kg ont notamment
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pu étre décelées dans plusieurs végétaux exposés aux émissions de chaudiére au fioul ; de méme, des
concentrations médianes de l'ordre de 1 pg/kg en benzanthrone (230 g/mol) et en 1,2-
benzanthraquinone (258 g/mol) y ont été évaluées. Ces 3 composés plus lourds sont absents de la
composition des végétaux exposés notamment a une combustion de biomasse la ou les concentrations
globales les plus importantes en CO-HAPs ont été obtenues (Figure 74). De plus, des composés plus
lourds (non quantifiés dans cette étude mais dont une aire relative a pu étre déterminée) comme la
9,10-phénanthrénequinone, le 2,2’-biphénylcarboxaldéhyde, la 2-méthylanthraquinone et le 1-
pyrénecarboxaldéhyde (possédant tous des masses molaires comprises entre 208 et 230 g/mol) ont
été aussi spécifiqguement repérés dans les végétaux exposés aux émissions de chaudiere au fioul. Ces
résultats sont cohérents avec ceux de la littérature ; en effet, lors de procédés de combustion a basse
température (tel qu’une combustion de biomasse), des composés aromatiques polycycliques (HAPs)
de faible poids moléculaire sont majoritairement formés, alors que pour des procédés a haute
température (tels qu’une combustion de carburants dans des moteurs ou appareils de chauffage) des
composés de poids moléculaire plus élevé sont générés (Mostert et al. 2010 ; Tobiszewski 2012). Cette
tendance a produire des CO-HAPs plus lourds semble aussi se vérifier d’aprées les résultats obtenus
notamment dans le cas d’'une exposition a des émissions de chaudiére au fioul (Tableau 33). L'absence
de ces composés plus lourds (benzanthrone, benzofluorénone et 1,2-benzanthraquinone) dans le
cadre d’une exposition a des émissions de moteur diesel peut étre expliquée par le fait que le véhicule
utilisé est équipé d’un filtre a particules qui doit ainsi limiter I'apport en CO-HAPs les plus lourds

susceptibles de se retrouver en phase particulaire plutot qu’en phase gazeuse.

Tous les CO-HAPs les plus légers quantifiés dans cette étude (1-naphtaldéhyde, acénaphténone, 9-
fluorénone, benzophénone, xanthone, 6H-dibenzo[bd]pyran-6-one), de masse molaire inférieure ou
égale a 196 g/mol, ont été déterminés dans les végétaux quel que soit la source d’exposition. Ils sont
donc a ce titre peu discriminants. Cependant, une présence combinée en forte concentration dans les
végétaux en 1-naphtaldéhyde et benzophénone semble étre relativement spécifique d’une exposition
a des fumées d’'une combustion de biomasse. Cet argument rejoint celui avancé par Nalin et al. (Nalin
et al. 2016) qui ont démontré que le 1-naphtaldéhyde est un CO-HAP trés abondant émis lors de la
combustion du bois dans des conditions réelles de cheminée domestique. D’'un autre c6té, une
présence combinée en forte concentration en benzophénone et anhydride 1,8-naphtalique semble

étre spécifique d’émissions a la fois de chaudiére au fioul et de moteur diesel.
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4.2.4. Lien entre les sources d’exposition et la présence en CO-HAPs dans les

jardins potagers urbains

Les végétaux cultivés dans des milieux urbains étant sujets a de multiples expositions, un lien direct
est difficile a préciser entre la présence en CO-HAPs dans ces végétaux et ceux exposés a des sources
de combustion de biomasse, d’émissions de moyen de chauffage et de moteur diesel. Cependant, la
présence quasi-systématique en benzophénone dans les végétaux cultivés en milieu urbain (Tableau
32) semble pouvoir étre expliquée par n’importe quel processus de combustion (Tableau 33). Une
présence significative en anhydride 1,8-naphtalique n’a pu étre observée que dans les végétaux
cultivés dans le jardin potager urbain « Caen 3 » (salade, tomates, feuilles de tomates, feuilles de
courgette, voir Figure 72). La localisation particuliere de ce site de préléevement situé sous un viaduc
routier a fort trafic automobile peut expliquer la présence de ce composé dans les végétaux du fait

d’une exposition a des émissions de certains véhicules motorisés.
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4.3. Conclusion

Trente-sept échantillons végétaux (salades, tomates, courgettes, ...) ont été récoltées spécifiquement
dans huit jardins potagers situés dans les trois plus grandes métropoles normandes (Caen, Rouen et
Le Havre). Des teneurs relativement faibles en CO-HAPs (n’excédant généralement pas 5 pg/kg) sont
retrouvées pour la majorité des végétaux situés en milieu urbain. Malgré les teneurs tres faibles
retrouvées en CO-HAPs dans les échantillons végétaux, des tendances pour le contenu global en CO-
HAPs ont été mis en évidence en fonction (i) du type d’échantillon, (ii) des sites de préléevement, et (iii)

de I'année de production.

Le contenu en CO-HAPs d’échantillons exposés a trois sources de combustion (fumées de combustion
de biomasse, émissions de moteur diesel et émissions de chaudiére au fioul) ont permis de confirmer
les résultats d’analyse en CO-HAPs des végétaux cultivés en milieu urbain, a savoir, une accumulation
plus importante dans les échantillons a surface spécifique importante et une contamination des
échantillons urbains principalement par voie aérienne. L'exposition aux fumées de combustion de
biomasse engendre un dép6t de CO-HAPs beaucoup plus important qu’au moyen d’émissions de
chaudiére au fioul et d’émission par moteur diesel. Des productions en CO-HAPs trés différentes au
moyen des trois sources de combustion ont été observées et la présence combinée de certains de ces
analytes dans les végétaux urbains pourraient éventuellement expliquer une contamination

potentielle.
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Les hydrocarbures aromatiques polycycliques carbonylés (CO-HAPs) sont des polluants organiques
semi-volatils omniprésents dans I'environnement. Leur présence majeure dans |'atmosphére en
particulier dans les milieux urbains peut entrainer leur dépot sur les fruits et [égumes produits dans les
jardins potagers urbains. Pour vérifier la présence des CO-HAPs dans les fruits et Iégumes, une stratégie
d’analyse permettant leur détermination dans une matrice complexe comme celle des fruits et
légumes est nécessaire. Les principaux objectifs de cette thése étaient de développer une stratégie
d’analyse permettant l'identification et la quantification des CO-HAPs a I’état de traces dans les fruits
et légumes et de vérifier leur présence dans les végétaux issus de jardins potagers urbains situés en

Région Normandie.

Pour la mise en ceuvre de la stratégie d’analyse des CO-HAPs, trois étapes ont été spécifiquement
étudiées : leur extraction a partir de fruits et légumes, la purification des extraits obtenus puis I'analyse

instrumentale par GC-MS.

L'optimisation de la méthode instrumentale d’analyse est effectuée au moyen d’'un GC-MS possédant
un spectrometre de masse de type trappe a ions. Elle est opérée a I'aide d’une solution standard
contenant 64 composés aromatiques (dont 29 CO-HAPs et 32 Nitro-HAPs). Les parameétres optimisés
de la méthode de séparation en GC-MS (température d’injection des extraits, débit du gaz vecteur,
programme de température du four de la GC) ont permis le repérage de 28 CO-HAPs sur 29.
L'utilisation de deux modes d’ionisation (ionisation électronique et ionisation chimique) a permis la
création d’'une base de données regroupant pour chacun des composés repéré son temps de rétention,
sa masse molaire ainsi que ses rapports m/z caractéristiques au moyen des deux modes d’ionisation.
Les CO-HAPs sont détectés par isolement d’ions (mode SIM) et les pics correspondants intégrés au

moyen d’un GC-MS de type quadrupdle permettant ainsi d’améliorer la sensibilité d’analyse.

Trois CO-HAPs (1-naphtaldéhyde, 9-fluorénone et 9,10-anthraquinone) ont été plus particulierement
ciblés pour le développement de la méthodologie de préparation d’échantillons et d’extraction. Un
broyage des fruits et [égumes suivi d’'une extraction optimisée par méthodologie QUEChERS (choix du
solvant d’extraction et d’un mélange de sels) ont été mis en ceuvre. Cette procédure, plutét simple et
rapide (avec un minimum de manipulation) a permis de récupérer efficacement les 3 CO-HAPs tout en
préservant I'intégrité de I’échantillon et en évitant la dégradation et la formation de sous-produits. Elle
met en jeu une extraction QUEChERS au moyen d’acétate d’éthyle et d’'un mélange de sels composé

exclusivement de sulfate de magnésium et de chlorure de sodium.
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Cependant, en raison des concentrations de CO-HAPs a rechercher (de I'ordre du pg/kg) et de la
complexité des matrices-échantillons de fruits et |égumes, une étape de purification s’est révélée étre
indispensable. Trois techniques de purification ont alors été évaluées : I'extraction en phase solide
dispersive (dSPE) au moyen de différents solvants, la microextraction par solide compacté (MEPS) au
moyen de divers supports de rétention et I'extraction en phase solide (SPE) au moyen de 4 phases
solides différentes dont 2 polymeéres a empreinte moléculaire. Malgré les taux de recouvrement
relativement élevée obtenus lors du processus de purification par dSPE, cette technique n’a pas permis
une purification suffisante afin d’envisager une détection des CO-HAPs a I'état de traces dans les fruits
et légumes. Contrairement a la dSPE, les taux de recouvrement obtenus lors du processus de
purification par MEPS sont trés faibles et ont conduit a une perte trop importante des composés.
L'utilisation de la SPE avec des phases polymériques a empreinte moléculaire (HAP et phénoliques) n’a
pas permis d’obtenir la sélectivité souhaitée. Une purification par SPE avec une phase solide HLB
(contenant des groupements aromatiques et N-vinylpyrrolidinone, lipophile et hydrophile) a permis
une récupération satisfaisante des CO-HAPs et une meilleure sélectivité d’extraction que les autres

techniques testées.

Selon nos connaissances, il s’agit de la premiére stratégie permettant de détecter spéciquement a tres

faibles teneurs les CO-HAPs dans les fruits et légumes.

La stratégie globale d’analyse combinant I'extraction QUEChERS, la purification par SPE et I'analyse en
GC-MS a été validée par la suite. Des pourcentages de récupération satisfaisants ont été obtenus
(supérieur a 86 %) avec des pertes en composés cibles trés limitées. Cette méthodologie conduit a de
bons résultats en termes de reproductibilité et de fidélité intermédiaire avec des coefficients de
variation inférieurs a 20%. Un autre avantage majeur de cette stratégie est I'absence d’effet lié a la
matrice-échantillon. Elle n’est pas influencée par la nature de I’échantillon a analyser et a été validée
pour une dizaine de végétaux différents. Cette méthologie dans sa globalité est donc susceptible d’étre
appliquée a une grande diversité de matrices. Des applications étendues a d’autres matrices
alimentaires ou environnementales pourraient étre envisagées comme perspective a ce

développement.

La méthodologie d’analyse validée permet la quantification simultanée de 12 CO-HAPs (coefficient de
détermination tous compris entre 0,942 et 0,999) a de trés faibles concentrations (LOQ < 1 pg/kg pour

9 composés) dans une large palette de fruits et [égumes.

En perspective a la mise en place de cette stratégie d’analyse de CO-HAPs, un élargissement de la liste
des CO-HAPs quantifiables pourrait étre envisagé. Ces travaux ont montré que la stratégie d’analyse

est parfaitement adaptée a la détermination des CO-HAPs dans les fruits et légumes mais qu’elle est
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aussi spécifigue d’'un ensemble plus large de composés aromatiques oxygénés. Les pistes
d’amélioration de cette stratégie d’analyse concernent la possibilité d’automatiser cette stratégie afin
de gagner en temps de préparation d’échantillon (principalement I'étape de purification) et I'utilisation
d’un spectrométre de masse a haute résolution ou offrant des possibilités d’analyse en tandem

(MS/MS) afin d’accroitre la sensibilité pour certains CO-HAPs.

La stratégie d’analyse a ensuite été appliquée a 40 échantillons végétaux issus de 8 jardins potagers
urbains situés dans les trois plus grandes métropoles normandes (Caen, Rouen et Le Havre). Des
teneurs relativement faibles voire trés faibles en CO-HAPs (généralement inférieures a 5 pug/kg) sont
retrouvées dans les végétaux ciblés en milieu urbain. Ce travail constitue, a notre connaissance, la
premiere étude sur la présence spécifique de CO-HAPs et de leurs teneurs respectives dans les fruits
et légumes. Au regard des concentrations en CO-HAPs déterminées dans les fruits et Iégumes dans les
jardins potagers urbains, il serait intéressant de compléter cette étude en comparant a celles de

végétaux correspondants localisés dans des zones rurales.

La benzophénone est le CO-HAP majoritairement retrouvé dans tous les échantillons végétaux issus
de jardins potagers urbains et sa concentration peut étre comprise entre 2,5 et 5 ug/kg. Pour quelques
rares échantillons, le 1-naphtaldéhyde peut dépasser tres légerement 5 pg/kg; sa présence est
néanmoins trés différente selon les échantillons. La 1-acénaphténone et la 9-fluorénone atteignent
quant a elles des concentrations maximales respectivement de 0,75 et de 2,26 ug/kg dans les végétaux
étudiés et ont pu étre détectées dans la quasi-totalité des échantillons. Le patrimoine en CO-HAPs est
néanmoins tres différent selon des critéeres de lieu, d’année, et de type de végétal. Une présence
globale en CO-HAPs beaucoup plus importante est observée pour les végétaux possédant les plus
grandes surfaces spécifiques (salade, feuilles de tomates, feuilles de courgettes, ...) comparativement
aux autres échantillons (tomates, courgettes, ...). Exposés intentionnellement a plusieurs sources de
combustion, nous avons confirmé que les végétaux possédant les rapports surface spécifique/masse
élevés subissent des dépots en CO-HAPs bien supérieurs aux autres. En perspective, une étude plus
fine de la surface des végétaux (mesure précise de la surface spécifique par technique de type BET et
étude physico-chimique de I'épiderme) permettrait éventuellement d’améliorer la compréhension des

processus d’adsorption des CO-HAPs mis en jeu.

La comparaison des teneurs en CO-HAPs dans des végétaux produits dans un méme jardin potager sur
deux années différentes (années 2018 et 2019) a permis d’observer une variabilité annuelle tres
marquée pour l'ensemble des végétaux. De méme, les concentrations en CO-HAPs dans les
échantillons sont différentes d’un jardin a I'autre ; cependant, les teneurs en CO-HAPs ont tendance a

diminuer avec I'augmentation de la distance par rapport a certaines sources de pollution (zone de forte
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activité industrielle, zone de fort trafic routier notamment). Il est néanmoins difficile d’établir un lien
direct entre la contamination des végétaux en CO-HAPs en milieu urbain et leur localisation

géographique.

Une dizaine de végétaux ont été exposés a trois sources de combustion (fumées de combustion de
biomasse, émissions de moteur diesel et émissions de chaudiéere au fioul) révélant des contenus en
CO-HAPs beaucoup plus importants lors d’expositions par combustion de biomasse qu’au moyen

d’émissions de chaudiére au fioul ou d’émissions de moteur diesel.

D’un c6té, les émissions d’'une chaudiere au fioul engendre une présence importante en CO-HAPs
lourds (benzofluorénone, benzanthrone et 1,2-benzanthraquinone) dans les végétaux exposés. D’un
autre coté, les émissions liées aux combustions de biomasse et de moteur diesel présentent des profils
en CO-HAPs ne regroupant quasiment que des composés légers ; il est cependant a remarquer que les
émissions de moteur diesel ont été réalisées au moyen d’un véhicule équipé d’un filtre a particules
susceptible de ne pas libérer une grande quantité de composés liés aux particules tels que les
composés aromatiques les plus lourds. La présence en association de certains CO-HAPs peut étre
considérée comme une marque d’un type d’exposition. Des présences élevées en 1-naphtaldéhyde et
benzophénone semblent étre relativement spécifique d’une exposition a des fumées d’'une
combustion de biomasse. Une présence combinée en forte concentration en benzophénone et en
anhydride 1,8-naphtalique semble étre spécifique d’émissions a la fois de chaudiére au fioul et de
moteur diesel. L'ensemble des tests réalisés semble permettre de suspecter une contamination
aérienne plutdét qu’une contamination terrestre aux CO-HAPs dans le cas de fruits et |égumes cultivés
en milieu urbain. De méme, leur présence semble étre plutét liée a des émissions primaires que
secondaires. Néanmoins, afin d’affirmer ou de confirmer ces hypothéses des travaux appronfondis
devront étre menés sur (i) I'évolution des CO-HAPs lors de la période de pousse des végétaux, sur (ii)
les contenus respectifs en CO-HAPS de I'atmosphére et de la terre environnant les jardins potagers
urbains et, (iii) sur les processus de dégradation, d’accumulation ou de migration des CO-HAPs

lorsqu’ils sont adsorbés sur I'épiderme des fruits et légumes.
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Résumé

L'alimentation a travers l'ingestion de végétaux contaminés est une source potentiellement
importante d'exposition humaine aux hydrocarbures aromatiques polycycliques carbonylés (CO-
HAPs). Ce travail de these vise a vérifier la présence des CO-HAPs dans les fruits et légumes issus de

I"agriculture urbaine.

Une stratégie d’analyse permettant la détection de 28 CO-HAPs et la quantification de 12 d’entre-eux
a I'état de traces dans les fruits et légumes a été mise au point. Cette stratégie comprend une étape
optimisée d’extraction QUEChERS utilisant de I'acétate d’éthyle et un mélange de sels, puis une étape
de purification par Extraction en Phase Solide (SPE) au moyen d’une phase stationnaire de type HLB.
Les CO-HAPs extraits sont séparés, identifiés et quantifiés par Chromatographie en Phase Gazeuse
couplée a la Spectrométrie de Masse (GC-MS). Cette méthodologie offre de bonnes linéarités pour des
teneurs dans les fruits et [égumes inférieures a 10 ug/kg, une bonne fidélité ainsi qu’une sensibilité
adaptée a une quantification a I’état de traces (limites de détection comprises entre 0,01 et 2,6 ug/kg).
Elle ne présente pas d’effet matrice pour une dizaine de végétaux et peut ainsi étre transposable a une

palette végétale trés large.

Cette stratégie d’analyse a été appliquée avec succes a différents végétaux issus de jardins potagers
urbains localisés en Normandie. Des teneurs relativement faibles en CO-HAPs (excédant rarement 5
ug/kg) sont retrouvées. Une présence globale plus importante en CO-HAPs est observée pour les
végétaux possédant les plus grandes surfaces spécifiques permettant d’envisager une contamination
majoritairement aérienne. Les concentrations les plus faibles en CO-HAPs ont pu étre déterminées
pour les sites les plus éloignés d’activités industrielles denses ou d’infrastructures routiéres
importantes. L’exposition de végétaux a trois sources de combustion a permis de montrer une
adsorption différente des CO-HAPs selon la nature du végétal ainsi que de proposer certains CO-HAPs

comme marqueurs d’exposition pour chacun des processus de combustion étudié.

Mots clés : hydrocarbures aromatiques polycycliques carbonylés (CO-HAPs), extraction QUuEChERS,
Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (GC-MS), fruits et légumes,

agriculture urbaine, exposition aux polluants
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Abstract

Ingestion of contaminated fruits and vegetables is a potential important source of human exposure to
carbonyl polycyclic aromatic hydrocarbons (CO-PAHSs). This PhD work aims to verify the presence of

CO-HAPs in fruits and vegetables from urban agriculture.

During this research an analytical procedure for the detection of 28 CO-HAPs and the quantification of
12 of them under trace form in fruits and vegetables was developed. This strategy included firstly an
optimized step of a QUEChERS extraction using ethyl acetate and a salt mixture and secondly a step of
purification using a Solid Phase Extraction (SPE) with an HLB stationary phase. Extracted CO-PAHs were
separated, identified and quantified using Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-
MS). This methodology offered adequate linearities for amounts in fruits and vegetables lesser than
10 ug/kg, an adequate fidelity and a sensitivity suitable for a trace amount quantification (limits of
detection between 0.01 and 2.6 pg/kg). No matrix effect was recorded for about 10 different plants

and can be further implemented to a wide range of fruits and vegetables.

This procedure was successfully applied to various fruit and vegetable samples harvested in several
urban gardens in Normandy. The presence of low contents of CO-PAHs (rarely exceeding 5 pg/kg) was
confirmed in urban vegetation. Highest amounts of CO-PAHs were determined for plants presenting
the highest specific surface so that an aerial contamination may be suspected. Lowest concentrations
in CO-PAHs were conversely obtained for plants located far from important industrial activities or from
significant road traffic. Exposition of fruits and vegetables to three combustion processes led to
different adsorption of CO-PAHs according to the type of plant and, then, some CO-PAHs could be

identified as markers of contamination of particular sources of combustion.

Key words : Carbonyl Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (CO-PAHs), QUEChERS extraction, Gas
Chromatography - Mass Spectrometry (GC-MS), fruits and vegetables, urban agriculture, exposition to

pollutants






Présence et distribution des Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques Carbonylés (CO-
HAPs) dans les fruits et légumes : mises au point méthodologiques et applications a des
jardins potagers urbains
Résumé

L’alimentation a travers l'ingestion de végétaux contaminés est une source potentiellement importante
d'exposition humaine aux hydrocarbures aromatiques polycycliques carbonylés (CO-HAPs). Ce travail de these
vise a vérifier la présence des CO-HAPs dans les fruits et |égumes issus de I’agriculture urbaine.

Une stratégie d’analyse permettant la détection de 28 CO-HAPs et la quantification de 12 d’entre-eux a I'état de
traces dans les fruits et légumes a été mise au point. Cette stratégie comprend une étape optimisée d’extraction
QUEChERS utilisant de I'acétate d’éthyle et un mélange de sels, puis une étape de purification par Extraction en
Phase Solide (SPE) au moyen d’une phase stationnaire de type HLB. Les CO-HAPs extraits sont séparés, identifiés
et quantifiés par Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (GC-MS). Cette
méthodologie offre de bonnes linéarités pour des teneurs dans les fruits et Iégumes inférieures a 10 Rg/kg, une
bonne fidélité ainsi qu’une sensibilité adaptée a une quantification a I'état de traces (limites de détection
comprises entre 0,01 et 2,6 Blg/kg). Elle ne présente pas d’effet matrice pour une dizaine de végétaux et peut
ainsi étre transposable a une palette végétale tres large.

Cette stratégie d’analyse a été appliquée avec succes a différents végétaux issus de jardins potagers urbains
localisés en Normandie. Des teneurs relativement faibles en CO-HAPs (excédant rarement 5 pg/kg) sont
retrouvées. Une présence globale plus importante en CO-HAPs est observée pour les végétaux possédant les plus
grandes surfaces spécifiques permettant d’envisager une contamination majoritairement aérienne. Les
concentrations les plus faibles en CO-HAPs ont pu étre déterminées pour les sites les plus éloignés d’activités
industrielles denses ou d’infrastructures routieres importantes. L’exposition de végétaux a trois sources de
combustion a permis de montrer une adsorption différente des CO-HAPs selon la nature du végétal ainsi que de
proposer certains CO-HAPs comme marqueurs d’exposition pour chacun des processus de combustion étudié.

Mots clés: hydrocarbures aromatiques polycycliques carbonylés (CO-HAPs), extraction QuEChERS,
Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (GC-MS), fruits et légumes, agriculture
urbaine, exposition aux polluants

Abstract

Ingestion of contaminated fruits and vegetables is a potential important source of human exposure to carbonyl
polycyclic aromatic hydrocarbons (CO-PAHSs). This PhD work aims to verify the presence of CO-HAPs in fruits and
vegetables from urban agriculture.

During this research an analytical procedure for the detection of 28 CO-HAPs and the quantification of 12 of them
under trace form in fruits and vegetables was developed. This strategy included firstly an optimized step of a
QUEChERS extraction using ethyl acetate and a salt mixture and secondly a step of purification using a Solid Phase
Extraction (SPE) with an HLB stationary phase. Extracted CO-PAHs were separated, identified and quantified using
Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS). This methodology offered adequate linearities for
amounts in fruits and vegetables lesser than 10 pg/kg, an adequate fidelity and a sensitivity suitable for a trace
amount quantification (limits of detection between 0.01 and 2.6 pg/kg). No matrix effect was recorded for about
10 different plants and can be further implemented to a wide range of fruits and vegetables.

This procedure was successfully applied to various fruit and vegetable samples harvested in several urban
gardens in Normandy. The presence of low contents of CO-PAHs (rarely exceeding 5 ug/kg) was confirmed in
urban vegetation. Highest amounts of CO-PAHs were determined for plants presenting the highest specific
surface so that an aerial contamination may be suspected. Lowest concentrations in CO-PAHs were conversely
obtained for plants located far from important industrial activities or from significant road traffic. Exposition of
fruits and vegetables to three combustion processes led to different adsorption of CO-PAHs according to the type
of plant and, then, some CO-PAHs could be identified as markers of contamination of particular sources of
combustion.

Key words : Carbonyl Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (CO-PAHs), QUEChERS extraction, Gas Chromatography
- Mass Spectrometry (GC-MS), fruits and vegetables, urban agriculture, exposition to pollutants



