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Résumé

Afin de garantir la qualité des eaux en Europe, la Commission
Européenne a demandé aux Ftats Membres, de leur fournir des résul-
tats de mesure comparables et tracables pour I’analyse des polluants
critiques. Devant ces enjeux considérables pour la protection de 1’en-
vironnement, 1’apport de la métrologie est nécessaire pour améliorer la
fiabilité des analyses et permettre la comparabilité des résultats. C’est
pourquoi, le projet de recherche européen Euramet/EMRP/ENV08
« Tracabilité des mesures pour la surveillance des polluants critiques
de la DCE, Directive Cadre européenne sur 1I’Eau (2000/60/CE) », fi-
nancé par I’EMRP, avait pour objectif de fournir des éléments pour la
mise en place d’une base métrologique. Des méthodes de référence pri-
maires permettant d’analyser des substances dangereuses prioritaires y
sont développées pour répondre aux exigences de la DCE en termes
de niveaux de performance (limites de quantification et incertitudes).
Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), substances dan-
gereuses prioritaires « orphelines » de méthodes DCE compatibles, font
partie des polluants ciblés par le projet. Le développement et la valida-
tion de la méthode d’analyse des HAP dans 1’eau totale ont été réalisés.
La méthode qui satisfait au mieux les exigences de la DCE en termes
de concentrations et d’incertitudes accessibles est I’extraction en phase
solide (SPE) sur un support disque suivie d’une analyse par dilution
isotopique associée a la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectroscopie de masse (DI-CG/SM).

MOTS CLES : HAP, METHODE DE REFERENCE, LIMITE DE
QUANTIFICATION, INCERTITUDE, SPE DISQUE.

Abstract

To ensure the water quality in Europe, the European Commis-
sion asked the member states to provide comparable and traceable

measurement results for the analysis of critical pollutants. Consider-
ing the increasing environmental challenges, the contribution of metrol-
ogy is necessary both for the improvement of analysis reliability and
the comparability of results. For this reason the European research
project Euramet/EMRP/ENVOS “Traceable measurements for monitor-
ing critical pollutants under the European Water Framework Directive
(WFD-2000/60/EC)”, funded by the EMRP, aimed to provide the ele-
ments for the development of a metrological basis. The project develops
primary reference methods enabling the analysis of priority hazardous
substances in order to meet the WFD requirements in terms of perfor-
mance levels (limit of quantification and uncertainties). Polycyclic aro-
matic hydrocarbons (PAHs) — priority hazardous substances for which
no DCE compatible methods exist — are among the three families of pol-
lutants targeted by the project. This paper tackles the development and
validation of the PAH analysis method on whole water samples. The
method that best meets the requirements of the WFD in terms of level
of concentration and uncertainty is the solid phase extraction (SPE)
method with SPE-disks, followed by isotope dilution analysis combined
with gas chromatography mass spectrometry (ID-GC/MS).

KEY WORDS: PAH, REFERENCE METHODS, LIMIT OF QUAN-
TIFICATION, UNCERTAINTY, SPE DISK.

1. Contexte et objectifs de I’étude

En Europe, les ressources et les milieux naturels se
dégradent, impactés par les activités industrielles, ur-
baines et agricoles. Le contrdle de la pollution de I’eau
est devenu un enjeu prioritaire pour ses conséquences
sur la santé humaine et sur I’environnement. La qualité
de I'eau et des milieux aquatiques a toujours été une
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préoccupation majeure de la politique de 1’Union eu-
ropéenne. C’est pourquoi la DCE, directive européenne
cadre sur I’eau (2000/60/CE) [1] a été établie le 23 oc-
tobre 2000 afin d’obliger les pays de la Communauté eu-
ropéenne a restaurer et protéger la qualité de leurs res-
sources souterraines et superficielles en eau.

Selon la DCE, un «bon état chimique » pour un
plan d’eau est obtenu lorsque les concentrations des sub-
stances prioritaires dans 1’eau ou le biote sont en dessous
des normes de qualité environnementale (VOE) fixées par
la directive 2008/105/CE [2]. En complément, la direc-
tive QA/QC 2009/90/CE [3], directive fille de la DCE,
établit des spécifications techniques pour 1’analyse chi-
mique et la surveillance de I’état des eaux, afin de garan-
tir des résultats de mesure justes et comparables aux NQE
pour les polluants prioritaires de la DCE, dans les eaux
totales (eaux et matieres en suspension). Ainsi, les mé-
thodes analytiques mises en ceuvre pour cette surveillance
doivent satisfaire aux exigences en termes de limites de
quantification (LQ < 30 % des NQE) et incertitudes
(U (k=2)<50% ala NQE).

Par ailleurs, afin de permettre le controle qualité, la
Directive précise que « Les laboratoires doivent apporter
la preuve de leurs compétences dans 1’analyse des mesu-
randes physicochimiques ou chimiques : par leur parti-
cipation a des programmes d’essais d’aptitude couvrant
les méthodes d’analyse (...), par I’analyse de matériaux
de référence disponibles, représentatifs des échantillons
prélevés et contenant des niveaux de concentration appro-
priés au regard des normes de qualité environnementale
applicables (...) » (Article 6, point 2 [3]). Or, a ce jour,
s’il existe bien des comparaisons inter-laboratoires (CIL)
pour ces composés, les niveaux de concentrations ne sont
pas compatibles avec les exigences de la DCE et la va-
leur de référence est une valeur consensuelle qui n’est
pas tracable au Systeme international d’unités (SI). Il y a
de ce fait un fort besoin de pouvoir disposer de valeurs
de référence établies a partir de méthodes de référence
primaires'.

C’est pour fournir ces outils métrologiques que le
projet de recherche européen ENVOS « Tracabilité des
mesures pour la surveillance des polluants critiques de
la Directive Cadre Européenne sur 1’Eau (2000/60/CE) »
financé par 'EMRP (European Metrology Research
Programme), a été lancé en 2011 pour une durée
de 3 ans. C’est un projet pluridisciplinaire coordonné par
le BAM, Bundesanstalt fiir Materialforschung und prii-
fung (Allemagne), impliquant 14 établissements (insti-
tuts nationaux de métrologie, instituts désignés, le Joint
Research Center et instituts de recherche d’excellence)
de 10 pays différents. Un des objectifs était de mettre a

! «Une méthode de référence primaire est une méthode ayant

les plus hautes qualités métrologiques dont toutes les étapes
sont décrites et comprises, pour laquelle un bilan complet d’in-
certitudes peut étre établi en référence aux unités du S.I. et dont
les résultats ne font pas référence a la mesure de la quantité de
matiere d’un étalon de méme nature du mesurande pour mesu-
rer un analyte dans un échantillon », BIPM, Comité Consultatif
pour la Quantité de Matiere, 1995, 1, 38 p.

Tableau 1
Liste des HAP étudiés.

LQ =
Composé ( N?f_l) 30 % NQE
ne (ng L™
Anthraceéne (Ant) 0,1 0,03
Fluoranthene (Fluo) 0,1 0,03
Benzo(b)fluoranthéne (BbF) 0,03 0,009
Benzo(k)fluoranthéne (BkF)
Benzo(a)pyrene (BaP) 0,05 0,015
Benzo(g,h,i)pérylene (BghiP)
Tndéno(1,2,3-cd)pyrene (Indenop) | 002 [RN0:000%6

disposition de la communauté scientifique des méthodes
de référence primaires répondant aux performances exi-
gées par la DCE.

A ce jour, de telles méthodes ne sont pas disponibles
pour tous les polluants de la liste des 33 substances priori-
taires [4,5] : les méthodes européennes issues des groupes
de normalisation CEN/TC230 « Analyse de 1’eau » et
ISO/TC147 « Qualité de I’eau » ne sont pas toutes com-
patibles avec la DCE en termes de performance (LQ et in-
certitudes) et d’applicabilité a ’eau totale. Un inventaire
réalisé par le CEN/TC230 (Water Analysis) en 2004 avait
identifié plus particulierement un manque de méthodes
suffisamment performantes pour les hydrocarbures aro-
matiques polycycliques (HAP) [6-8].

Le LNE (Laboratoire national de métrologie et d’es-
sais, France) a coordonné le développement et la valida-
tion d’une méthode de référence primaire pour le dosage
de HAP dans I’eau totale mettant en ceuvre la dilution
isotopique” (DI). Quatre instituts ont été impliqués dans
cette étude : le BAM, le BRML (Biroul Roman de Me-
trologie Legala, Roumanie), le TUBITAK UME (Ulusal
Metroloji Enstitusu, Turquie).

Le premier objectif de cette étude était de respecter
les exigences de la DCE en termes de performances (LQ
et incertitude). En effet, ces parametres représentent une
difficulté analytique pour certains HAP (tab. 1) puisqu’ils
sont a des niveaux tres bas de concentration (plus par-
ticulierement pour la somme des benzo(b)fluoranthéne
et benzo(k)fluoranthéne et des benzo(g,h,i)pérylene et
indéno(1,2,3-cd)pyrene).

Enfin, la méthode doit &tre applicable sur des échan-
tillons d’eau totale. La difficulté consiste a doser les HAP
présents dans la phase dissoute et particulaire en une
seule étape. Il est connu d’apres la bibliographie [4, 5, 9]

2 Le principe de la dilution isotopique consiste & ajouter aux
composés recherchés, des molécules au sein desquelles des
atomes sont remplacés par des isotopes stables comme, par
exemple, la substitution d’un atome d’hydrogéne 'H par un
atome de deutérium >D ou d’un atome de carbone '>C par un
atome de carbone '*C. La mesure du rapport entre I’intensité
du signal de la molécule et celle de la molécule marquée per-
met de déterminer directement le rapport de quantité de matiere
entre les deux molécules et donc de déduire la concentration du
composé.
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que I’extraction d’échantillons aqueux riches en matieres
en suspension (MES) pose probléme en raison de phéno-
menes de colmatage et de rendements incomplets pou-
vant conduire a une sous-estimation du résultat final.
C’est pourquoi deux approches de 1’étape d’extraction

ont été comparées :

— deux extractions distinctes apres séparation des par-
ticules en suspension et de 1’échantillon filtré (ap-
proche 1); cette approche permettra d’extraire les
particules en suspension avec une méthode d’extrac-
tion solide (extraction accélérée par solvant a chaud)
développée au cours du projet ;

— une seule analyse de I’eau totale (approche 2) [10,11].

2. Matériels et méthodes
2.1.  Produits chimiques et réactifs

Les solutions étalons ont été préparées gravimétrique-
ment a partir d’étalons individuels en poudre de grande
pureté (>99 %). La sélection des étalons marqués pour
la mise en ceuvre de la dilution isotopique est un point
critique. Pour I’analyse des matrices solides (particules
et sédiments), des travaux bibliographiques ont montré
que le choix de 1’étalon marqué pouvait avoir un impact
sur le résultat final du fait de la différence de comporte-
ments avec le composé natif [11, 12]. En effet, lors d’une
précédente étude sur les HAP dans les particules [13],
le LNE avait comparé les rendements d’extraction par
solvant pressurisé a chaud (PLE) obtenus pour un HAP
natif et les composés marqués au '*C et au >D correspon-
dants. Les résultats avaient permis de mettre en évidence
que le marquage au '>C conduisait 4 de meilleurs résul-
tats en termes de rendements qu’avec le marquage au *D.
Ce phénomene peut s’expliquer par des échanges rapides
H/?D qui se produisent au cours des différentes étapes
du processus d’analyse des HAP et donc entrainent une
perte des HAP?D. Chaque étalon marqué a été analysé sé-
parément pour vérifier qu’il ne contenait pas de composé
non marqué. La bibliographie indique également que les
HAP?D pouvaient avoir une plus grande affinité pour les
sites actifs du « liner » (ou insert) dans le systeme d’in-
jection du CG se traduisant par une adsorption privilégié
sur les parois [14]. Des comportements différents entre
les HAP et HAP?D ont été également observés dans la
chambre d’ionisation du spectrometre de masse [15].

Une solution d’acide humique a été préparée afin
de doper artificiellement une eau minérale aux niveaux
de concentration couramment retrouvés dans les eaux
de surface (de I’ordre de 5 mg-L~" de carbone organique
dissous) : 7,50 g d’acide humique synthétique (Sigma
Aldrich, H16752-100g) ont été ajouté gravimétriquement
a 500 mL d’eau ultra pure. La solution a été passée aux ul-
trasons pendant 1 h a 40 °C puis centrifugée a 9 000 tours
par minute pendant 20 min et filtrée a 0,45 pm. La so-
lution d’acide humique préparée contient 2 g-L.! de car-
bone organique dissous.

Deux types de sédiments fournis par 'IRMM ont
été utilisés pour doper une eau minérale et simuler la

Tableau 2

Concentrations de HAP dans les sédiments utilisés pour le
dopage des eaux synthétiques.

MES blanc MES
HAP IRMM HAP IRMM
Concentration (ng-g™!)

Anthracéne 74 593
Fluoranthene 53,2 9477
Benzo(b)fluorantheéne 44,1 2976
Benzo(k)fluoranthéne 22,3 1700
Benzo(a)pyrene 38,9 2121
Indéno(1,2,3-c,d)pyréne 43,1 2725
Benzo(g,h,i)pérylene 47,0 2934

présence de matieres en suspension. Ce sont des sédi-
ments contenant une quantité connue de HAP et dont
la taille de particules étaient comprises entre 9 pm
et 12,5 um (ce qui correspond a la taille moyenne de
MES retrouvées dans les eaux de surface). Les concen-
trations en HAP pour chaque sédiment sont fournies dans
le tableau 2.

2.2. Préparation des échantillons
2.2.1.  Etatde Uart

Comme il n’existe pas de matériau de référence de
HAP dans I’eau totale, il a été nécessaire de créer des ma-
trices synthétiques, représentatives des eaux naturelles,
pour évaluer les performances des méthodes testées.
L utilisation d’une mé&me eau synthétique représentative
des eaux naturelles, par les différents partenaires impli-
qués dans 1’étude, s’est imposée pour assurer la compa-
rabilité des méthodes d’analyse développées.

Pour définir un protocole de préparation de cette eau
synthétique, la composition des eaux de surface a été
étudiée. Ces eaux contiennent différents éléments chi-
miques dissous, du fait de leur cheminement dans le sol
et du contact avec I’atmosphere. 25 % a 50 % du car-
bone organique dissous (COD) des eaux de surface pro-
vient notamment des substances humiques [12]. Ces sub-
stances peuvent avoir un effet sur I’analyse des HAP dans
I’eau [16, 17] en réduisant I’efficacité de 1’étape d’extrac-
tion ou en apportant de possibles interférences lors de
I’analyse.

La DCE imposant I’analyse de 1’eau totale, il a donc
été indispensable d’introduire des matiéres en suspension
pour respecter ce critere.

2.2.2.  Méthode de préparation des échantillons
synthétiques

Un protocole commun de préparation d’une eau syn-
thétique a donc été défini :

— 1 L d’eau minérale (Evian) est introduit gravimétri-
quement dans un flacon ambré d’un litre,
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— différents niveaux d’acides humiques compris entre O
et 10 mg-L™! et/ou différentes quantités de sédi-
ments (afin de simuler divers types d’eau) sont ajoutés
gravimétriquement,

— pour mettre en ceuvre la dilution isotopique, une
quantité de composé marqué proche de celle du com-
posé contenu dans 1’échantillon a analyser est intro-
duite gravimétriquement.

L’échantillon est agité pour homogénéisation puis mis a
I’équilibre avant extraction. Les échantillons d’eau ont
été dopés en HAP et HAP marqués 24 heures avant
analyse pour garantir un équilibre optimum avec les
acides humiques selon les recommandations de Bercaru
et al. [18] et Van de Kreeke et al. [19].

2.3. Méthode chromatographique couplée
a la spectrométrie de masse

La méthode de mesure primaire pour le dosage des
HAP repose exclusivement sur la dilution isotopique as-
sociée a la chromatographie gazeuse couplée a la spec-
trométrie de masse (DI-CG/SM). L’analyse est réalisée
avec un chromatographe en phase gazeuse PerkinElmer
équipé d’une colonne capillaire apolaire de type Agilent
DB EUPAH (60 m x 250 um x 0,25 um). La program-
mation de température a été optimisée pour permettre
une séparation des différents HAP et plus particuliere-
ment des co-élutions critiques telles que 1’anthraceéne
et le phénanthréne (m/z 178), les benzo(b)fluoranthéne,
benzo(k)fluoranthene et benzo(j)fluoranthene (m/z 252),
le benzo(a)pyrene et le benzo(e)pyrene (m/z 252) ainsi
que I’'indéno(123-cd)pyrene, le dibenz(ah)anthracene et
le dibenzo(a,c)anthracene (m/z 276, 278).

Le programme optimisé du CG est le suivant : tempé-
rature initiale 50 °C (pendant 2,25 min) jusqu’a 200 °C
a 45 °C par minute puis jusqu’a 300 °C a 10 °C par mi-
nute (pendant 25 min). Le volume d’injection a été fixé
a 5 uL en mode « solvent vent » : température de 1’in-
jecteur fixée a 50 °C (pendant 1 min) jusqu’a 300 °C
a 200 °C par minute. L’hélium est utilisé comme gaz vec-
teur & un débit de 1 mL-min~'. Les paramétres du SM
sont les suivant :

— température de la ligne de transfert : 300 °C;
— température de la source : 240 °C;
— mode EI : 70 eV.

2.4. Protocole de nettoyage de la verrerie

Afin de limiter les contaminations croisées provenant
du matériel utilisé lors des essais, un protocole de net-
toyage spécifique de la verrerie a été mis en place. Il
comprend une étape de nettoyage aux détergents et rin-
cage a I’eau distillée suivie d’une calcination a 450 °C
pendant 5 h [20,21].

Tableau 3
Parametres d’extraction par PLE.

Solvant Acétone/hexane (2 :1)
Température 120 °C
Pression 140 bar (14 MPa)
Temps statique 10 min
Temps de chauffage 6 min
Flush 70 %
Temps de purge 100 s
Nombre de cycles 2

2.5. Meéthode d’extraction par solvant pressurisé a chaud

L’extraction des matieres en suspension est réalisée
par solvant pressurisé a chaud (PLE). Les différents para-
metres de cette méthode sont résumés dans le tableau 3.

3. Développement et validation d’une méthode
d’analyse des HAP dans I’eau totale

3.1. Extraction des HAP dans I’eau totale sur phase solide

La préparation de 1’échantillon est une étape clé du
processus d’analyse. C’est une des principales sources
d’incertitudes du résultat d’analyse influant particuliere-
ment sur la limite de quantification, la fidélité et la répé-
tabilité de 1’analyse. L’analyse des HAP dans I’eau totale
nécessite une étape de concentration et de passage dans
un solvant adapté a une analyse par CG/SM. L’extrac-
tion sur phase solide (SPE) [22,23] est une technique tres
utilisées pour 1’analyse des HAP dans I’eau. Elle a été
optimisée sur des échantillons d’eau synthétiques conte-
nant des acides humiques et des matiéres en suspension.
Deux types de supports ont été testés : les cartouches et
les disques.

3.1.1.  SPE sur supports cartouches

Cingq types de cartouches, traditionnellement utilisées
pour I’extraction des HAP dans I’eau [20,24,25], ont été
testées sur des échantillons d’eau synthétique contenant
des acides humiques (environ 1 mg-L™!) et enrichis en
HAP au niveau de la NQE. Compte tenu de la présence
d’acides humiques dans les échantillons et de leur impact
potentiel sur I’efficacité de I’extraction (colmatage, fixa-
tion spécifique...), plusieurs supports de cartouches ont
été testés : quatre phases solides : C18 et polymériques
(connues pour ne pas retenir les interférents) ou combi-
naison de deux phases (les interférents liés aux acides hu-
miques sont retenus sur une phase spécifique alors que les
HAP sont élués). Différents volumes de phase solide ont
été étudiés afin de retenir le maximum d’acides humiques
sur la cartouche tout en évitant que le volume de phase
trop élevé induise une élution incomplete des composés.
Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 4.

Pour I’ensemble des cartouches, les rendements d’ex-
traction sont de I’ordre de 78 % a 91 % pour les composés
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Tableau 4

Rendements d’extraction des HAP dans I’eau contenant des acides humiques obtenus pour différents types de cartouches (n = 2, la
dispersion moyenne des résultats est de 20 %).

Rendement (%)
Type de cartouche Ant | Fluo | BbF | BkF | BaP | Indeno | BghiP
Oasis HLB 200 mg/6 mL (Waters) 90 91 19 25 14 11 10
Oasis HLB 1 g/20 mL (Waters) 81 78 29 28 26 15 14
Strata PAH 1,5 g/6 mL (Phenomenex) 84 84 73 74 70 56 60
Chromabond NH2-C18 500 mg-1 g/6 mL (Macherey Nagel) | 87 90 67 64 64 46 51
Chromabond C18 PAH 2 g/6 mL (Macherey Nagel) 81 85 70 69 69 55 60

Disque SPE Cartouche SPE

Fig. 1. — Présentation d’un disque SPE et d’une cartouche SPE.

Iégers : I’anthraceéne et le fluoranthéne. Les rendements
sont plus faibles pour les composés les plus lourds (du
benzo(b)fluorantheéne au benzo(ghi)pérylene) : de 10 %
a 65 %. Ce phénomene peut étre expliqué par une com-
pétition des macromolécules organiques provenant des
acides humiques et des HAP a extraire sur les sites d’ad-
sorption disponibles [25], en particulier pour les plus
lourds (HAP dont le nombre de cycles est supérieur a 5).

Pour la cartouche OASIS HLB (phase polymérique),
I’augmentation de la quantité de phase de 200 mg a1l g
n’améliore pas de maniere significative les rendements
des composés lourds. Ce phénomene pourrait étre expli-
qué par la non-spécificité de la phase pour les HAP qui
donnerait lieu a une compétition entre les HAP et les
acides humiques en faveur de ces derniers.

Les trois cartouches qui ont permis d’obtenir les
rendements les plus élevés pour les composés lourds
(de 46 % a 74 %) sont les cartouches Strata PAH
1,5 g/6 mL (Phenomenex), la Chromabond NH2-C18
500 mg—1g/6 mL (Macherey-Nagel) et la Chromabond
C18 PAH 2 g/6 mL (Macherey-Nagel). Ce sont des car-
touches contenant des quantités de phases équivalentes
et qui possedent toutes les trois des phases spécifiques a
I’extraction des HAP.

Cependant ces cartouches ne permettaient pas d’at-
teindre des rendements suffisants pour les composés
lourds. Par ailleurs, pour des échantillons chargés en
MES et/ou en acides humiques, I’extraction avec les car-
touches SPE n’était pas possible. En effet, la géométrie
des supports d’extraction a un impact sur le processus
d’extraction : plus la surface de contact est faible, plus
les phénomenes de colmatage seront élevés (fig. 1).

3.1.2.  SPE sur supports disques

La technologie laminaire des disques d’extraction
permet une trés grande capacité de filtrage et une plus
grande capacité d’interaction et d’échange entre micro-
particules et analytes. Le nombre de phases disponibles
est plus restreint pour ce type de support. Les deux types
de phases les plus adaptés a 1’analyse des HAP ont été
testés sur des échantillons d’eau contenant 5 mg-L~!
d’acides humiques :

— BAKERBOND Speedisk™ C18 (JT BAKER) [26];

— BAKERBOND  Speedisk™ H,0O phobic DVB
(JT BAKER) [21], phase polymérique.

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 5.

Les rendements sont du méme ordre de grandeur pour
les deux types de disques (de 75 % a 107 %).

Les performances des deux supports étant équiva-
lentes, la BAKERBOND Speedisk™ C18 de JT BAKER
a été sélectionnée pour I’étape de validation pour des rai-
sons de cofits et de disponibilités.

De maniere générale, I’extraction avec les disques
présente de nombreux avantages comparée a I’extraction
sur cartouches :

— meilleurs rendements pour les  composés
les plus lourds (du benzo(b)fluoranthéne au

benzo(ghi)pérylene) : 75 % a 103 % pour les
disques et 10 % a 65 % pour les cartouches;

— temps d’extraction plus court dii a la plus grande sur-
face d’échange des disques et a la diminution des
risques de colmatage : 30 min a 40 min pour les
disques contre 2 h a 3 h pour les cartouches.

3.1.3.  Optimisation de Iextraction SPE sur supports
disques

La méthode d’extraction SPE disque BAKERBOND
Speedisk™ C18 de JT BAKER a été optimisée pour ob-
tenir des rendements de 1’ordre de 100 %.

Diftérents types et mélanges de solvants ont été tes-
tés pour optimiser I’ élution des composés du disque (acé-
tonitrile, acétonitrile/dichlorométhane, acétone/dichloro-
méthane, acétone/hexane).
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Tableau 5

Rendements d’extraction des HAP dans une eau contenant des acides humiques pour deux types de disques SPE (n = 3, la dispersion
moyenne des résultats est de 20 %).

Rendement (%)

Ant | Fluo | BbF | BKF | BaP | Indeno | BghiP

BAKERBOND Speedisk™ C18 (JT Baker)

92 102 99 86 94 75 97

BAKERBOND Speedisk™ H20 phobic DVB (JT Baker)

99 107 | 102 90 100 103 103

Tableau 6
Protocole d’extraction SPE disque.
Temps de | Temps de
Etape Solvant | trempage séchage

(min) (s)
Conditionnement 1 hexane 1
Conditionnement 2 | acétone 1
Conditionnement 3 eau 1

Percolation de 1’échantillon
Ringage a I’eau ultra pure
Séchage pendant 5 min

Elution 1 acétone 2 20
Elution 2 hexane 2 40
Elution 3 hexane 1 20
Elution 4 hexane 1 20
Elution 5 hexane 1 20
Elution 6 hexane 1 40

Tableau 7

Rendement d’extraction des HAP dans I’eau totale avec la
méthode finalisée par SPE disque — DI - CG/SM (n = 3).

HAP Rendement | Ecart type
Anthracene 72 % 17 %
Fluoranthéne 87 % 8 %
Benzo(b)fluoranthéne 95 % 6 %
Benzo(k)fluoranthéne 95 % 6 %
Benzo(a)pyrene 98 % 11 %
Indeno(123-cd)pyrene 91 % 9 %
Benzo(ghi)pérylene 102 % 7 %

Le protocole optimisé est décrit dans le tableau 6.
Ce protocole permet d’obtenir des rendements de 1’ordre
de 70 % a 100 % pour tous les composés (tab. 7). La mé-
thode peut étre utilisée en mode manuel, sur une rampe
d’extraction sous vide pour SPE disque, ou en mode
automatique, avec un systeme d’extraction automatique
(exemple SPE-DEX® 4790).

3.2. Comparaison de deux approches pour I’extraction
des HAP dans I’échantillon d’eau totale

La DCE a défini les NQE dans des eaux totales ce qui
inclut I’analyse de la phase dissoute et de la phase par-
ticulaire. Or les HAP (plus particulierement les HAP a
cinq et six cycles aromatiques) s’absorbent fortement aux
particules. Une attention particuliere est alors nécessaire

160.0%

O Approche 1

@A he 2
140.0% pproche

120.0%

100.0%

80.0%

Rendements

60.0%

40.0%

20.0%

(a) Anth Fiuo Bbf BKF Bap IndenoP BghiP

O Approche 1

@ Approche 2

Rendement

(b) Anth Fluo Bbf Bkf Bap IndenoP BghiP

Fig. 2. — Rendements des deux approches pour I’extraction des
HAP dans des échantillons d’eau contenant 5 mg-L~! d’acide
humique et (a) 160 mg-L~! de MES (n = 3), (b) 400 mg-L~" de
MES (n = 3).

pour assurer I’extraction complete des composés adsor-
bés [4]. Deux approches sont alors envisageables :

— deux extraction distinctes aprés séparation des par-
ticules en suspension et de 1’échantillon filtré (ap-
proche 1) : recombinaison des extraits issus de I’ex-
traction de la fraction dissoute par SPE disque et de
I’extraction par PLE de la fraction particulaire ;

— une seule extraction de 1’eau totale par SPE disque
(approche 2).

Ces deux approches ont été comparées pour détermi-
ner celle qui présente les meilleures performances.

Les échantillons synthétiques analysés sont compo-
sés de 1 L d’eau minérale dopée avec 5 mg-L~! d’acides
humiques et deux quantités différentes de sédiments four-
nis par 'IRMM : 160 mg-L™! du MES HAP IRMM
et 400 mg-L~! de MES Blanc IRMM (tab. 2). Chaque
échantillon a été analysé en triplicat (fig. 2a et 2b).

Il n’y a pas de différence significative entre les
deux approches. Cependant I’approche 1 nécessite un
plus grand nombre d’étapes intermédiaires : filtration de
I’échantillon, récupération du résidu du filtre qui sera
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Tableau 8

LQ pour I’analyse des HAP dans ’eau totale par SPE
disque-DI-CG/SM.

Composé LQ (ng:L™) lg%?g‘;:;g?f)
Anthraceéne 2,4 30
Fluoranthéne 1,0 30
Benzo(b)fluoranthéne 06 9
Benzo(k)fluoranthéne i
Benzo(a)pyrene 0,3 15
Indeno(123-cd)pyrene 17 0.6
Benzo(ghi)péryléne ’ ’

extrait par solvant chaud pressurisé et extraction du fil-
trat par SPE disque. L’ approche 2, étant la plus aisée et la
plus rapide a mettre en ceuvre, a été retenue.

3.3. Validation de la méthode

La méthode d’analyse des HAP dans I’eau totale
par extraction SPE disque suivie d’une analyse par
DI-CG/SM a été évaluée en termes de limite de quanti-
fication et de niveaux d’incertitude dans deux instituts.
Afin de s’affranchir des différences liées aux pratiques
des différents laboratoires nationaux de métrologie im-
pliqués, les essais ont été réalisés par les collaborateurs
en suivant un protocole commun.

Des échantillons synthétiques contenant 1 L d’eau
minérale, 5 mg-L~! d’acides humiques et deux quantités
variables de matieres en suspension (MES, simulées par
des sédiments contenant naturellement des HAP (tab. 2))
ont été analysés en triplicat par le BAM et le LNE en sui-
vant le méme protocole opératoire.

3.3.1.  Estimation des limites de quantification (LQ)

Une des exigences de performances de la DCE est
d’atteindre une LQ inférieure ou égale a 30 % de la
NQE [3]. C’est pourquoi des analyses ont été réalisées
a 30 % de la NQE, a la NQFE et également a trois fois la
NQE pour couvrir I’ensemble du domaine.

Les LQ ont été estimées en fonction du rapport si-
gnal sur bruit. Des échantillons d’eau minérale ont été
dopés avec des acides humiques (5 mg-L™") et des sé-
diments (100 mg-L~") contenant de faibles concentra-
tions de HAP. La LQ a été déterminée selon 1’équation :
% = 7L [27] avec S/N le rapport signal sur bruit, H, la
hauteur du pic chromatographique du HAP ciblé et Ay,

hauteur du bruit au plus pres du pic.

Les valeurs de LQ obtenues (tab. 8) respectent les exi-
gences de la DCE pour la majorité des composés, sauf
pour I’'indéno(123-cd)pyréne et le benzo(ghi)pérylene
pour lesquels les valeurs obtenues sont supérieures aux
LQ exigées par la DCE mais comparables aux NQE
(1,7 ng-L~! obtenu par la méthode contre 0,6 ng-L~' de-
mandé par la DCE). Ces deux composés font partie des
HAP les plus lourds (avec six cycles aromatiques) et

sortent de la colonne a des temps de rétention tres éle-
vés en chromatographie gazeuse (de 1’ordre de 30 min).
La sensibilité de 1’appareil pour ces composés est donc
faible et il est difficile de descendre a des concentrations
de ’ordre de 1 pg-L~! pour ces composés. Plusieurs so-
lutions sont possibles :

— augmenter le facteur de re-concentration en tra-
vaillant sur des volumes plus élevés d’échantillon au
risque d’augmenter le temps d’extraction de I’échan-
tillon, la difficulté de manutention de volume impor-
tant d’eau et le risque de colmatage des disques SPE ;

— utiliser un injecteur large volume permettant d’injec-
ter des volumes plus élevés d’échantillon mais égale-
ment des interférents.

3.3.2.  Estimation des incertitudes au niveau de la NQE

Les incertitudes de mesure de la méthode ont été
évaluées en suivant le GUM (Guide de 1’expression des
incertitudes de mesures) [28]. Cette méthode comporte
trois étapes :

— les deux premiéres étapes consistent a définir le mo-
dele et a évaluer la contribution de chaque parametre
dans le budget global de I’incertitude. La détermina-
tion de la concentration des HAP dans I’eau en pug-L !
peut étre décrite par I’équation (1) :

CMmrjéch X M féch

X Qech X fQua T S5 (1)

Cwmyéch =
Mgch

avec : Q¢ch = a X Rgep + b
Cwmejeeh = Jairr X Crer

avec :

Cwmysch @ concentration de la molécule M dans
I’échantillon ;

Cwmjech = concentration de la molécule M* dans la so-
lution introduite dans 1’échantillon ;

Myeéch - masse de solution de M* ajoutée a
I’échantillon;

Mmech © masse prélevée d’échantillon;;

Q¢ch : rapport de quantité de matiere dans
I’échantillon;

Jfow @ facteur de correction lié a I’incertitude de la
concentration des solutions étalons ;

fr: facteur de correction lié a la fidélité
intermédiaire ;

Rsch : rapport de I'aire du signal correspondant a

A sur I’aire du signal correspondant a B
dans I’échantillon ;

Sair - facteur de dilution qui tient compte de la
préparation de la solution de M* introduite
dans I’échantillon a partir d’une solution
mere de molécule marquée ;

Cws . concentration d’une solution mere de molé-
cule marquée.
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Tableau 9
Incertitudes de mesure pour I’analyse des HAP dans I’eau totale contenant deux niveaux de MES par SPE disque-DI- CG/SM (les

cases en gris sont les concentrations les

plus proches des valeurs NQE).

160 mg MES HAP 400 mg MES blanc
IRMM IRMM

Concentration Incertitude Concentration Incertitude

(ugL™) (k = 2) (%) (ugL™) (k=2) (%)
Ant 0,086 23 0,003 11
Fluo 1,489 8 0,024 9
BbF 0,475 5 0,019 13
BKF 0,262 7 0,009 21
BaP 0,347 8 0,017 11
IndenoP 0,463 8 0,020 16
BghiP 0,470 5 0,023 26

— latroisieme étape est la détermination de I’incertitude
composée en utilisant la loi de propagation de I’incer-
titude (approche « bottom-up » du GUM [21]) dont la
formule générale est décrite par I’équation (2) :

uc(y) =
N 2 N-1 N
0 af \( of
- 2 et | P
Zl(a ) X (x’)+2zlz(ax,)(a ,)“(x“x’)
i= i=1 j=i+1
(2)
avec :
u.(y):  incertitude standard combinée de y ;
f: modele mathématique qui décrit y ;
Xi: parametre de I’équation y ;

u(x;, x;) : covariances de x; et x;.

— enfin la derniere étape consiste en 1’expression de
I’incertitude élargie « avec pour objectif de fournir
un intervalle de y — U a y + U dont on peut s’at-
tendre a ce qu’il comprenne une fraction élevée de la
distribution des valeurs qui pourraient étre attribuées
raisonnablement au mesurande Y » [28]. Par conven-
tion, I’incertitude élargie est obtenue en multipliant
I’incertitude type composée par un facteur d’élargis-
sement (k) de 2 pour assurer un intervalle ayant un
niveau de confiance de 95 % pour une distribution
normale de la population.

L’incertitude de mesure au niveau de la NQF satisfait
I’exigence de la DCE (tab. 9), c’est-a-dire est inférieure
ou égale a 50 % (k = 2).

La composante majeure de I’incertitude est la com-
posante de fidélité (fig. 3). Cette observation est expli-
cable par le fait que les essais de validation de la mé-
thode SPE disque-DI-CG/SM ont été réalisés dans deux
instituts différents équipés de deux systemes d’extraction
SPE différents : LNE, systeme SPE disque automatique

Qlin

M : composante liée aux pesées de 1’échantillon
Qetal : composante liée a la préparation des étalons
Qlin : composante liée au modele d’étalonnage

F : composante liée a la fidélité intermédiaire

et au BAM, systeme SPE disque manuel. Les résultats de
ces deux instituts ont été combinés pour estimer 1’incer-
titude de mesure finale.

Fig. 3. — Composantes de I’incertitude de mesure pour 1’ana-
lyse des HAP dans I’eau totale.
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Tableau 10

NQE établie en 2013 suite a la révision de la DCE.

dans le biote avec une NQE de 5 ng/g, limite pouvant étre
atteinte.
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amet financé conjointement par les pays participants a ’EMRP et par

) NQE 2013
Composé HAP (ug-L")
Ant 0,1
Fluo 0,006 3
BbF @
BKkF (1)
BaP 1,7x107*
IndenoP @
BghiP O

M La NQE dans ’eau se rapporte a la concentration de
benzo(a)pyrene, sur la toxicité duquel elle est fondée. Le
benzo(a)pyrene peut étre considéré comme un marqueur des
autres HAP et, donc, seul le benzo(a)pyrene doit faire 1’objet
d’une surveillance aux fins de la comparaison avec la NQE dans
I’eau correspondante.

4. Conclusion

Un des objectifs du projet européen ENVO08 était de
fournir une méthode de référence primaire pour 1’ana-
lyse de sept HAP de la liste de substances prioritaires
de la DCE dans I’eau conformément aux exigences ré-
glementaires concernant les valeurs des concentrations et
des incertitudes.

L’analyse des HAP dans I’eau totale (fraction dis-
soute et fraction particulaire comme exigée par la DCE)
par extraction SPE disque suivie d’une analyse par DI-
CG/SM a été validée pour cinq HAP pour répondre aux
exigences de 1a DCE en termes de LQ (inférieure ou égale
a 30 % des NQE) et de niveau d’incertitudes (inférieure
ou égale a 50 % au niveau de la NQE) : anthracene, fluo-
ranthéne, benzo(b)fluoranthene, benzo(k)fluoranthéne et
benzo(a)pyrene.

Pour deux des HAP (indéno(123-cd)pyréne et
benzo(ghi)pérylene), les LO n’ont pas été atteintes. Ces
deux composés ont un temps de rétention élevé, et
le signal obtenu en CG/SM est bien inférieur a celui
d’autres composés malgré 1’étape de pré-concentration de
I’échantillon et I'utilisation de grand volume d’injection.
Cependant, comme I’indique la directive QA/QC [3] «en
I’absence de norme de qualité environnementale appro-
priée pour un parametre donné ou en 1’absence de mé-
thode d’analyse répondant aux criteéres de performance
minimaux visés au paragraphe 1, les Etats membres
veillent a ce que la surveillance soit effectuée a 1’aide
des meilleures techniques disponibles n’entrainant pas de
colits excessifs », et, a ce jour, la méthode fournie dans
le projet ENVO0S8 répond a ces criteres.

La nouvelle DCE, Directive 2013/39 / UE [12], éta-
blit de nouvelles valeurs NOE pour les HAP (tab. 10). La
méthode validée dans le projet EMRP ENVOS8 ne pourra
pas répondre aux nouvelles exigences en termes de ni-
veau de concentration. Une alternative, qui pourrait don-
ner lieu a une prochaine étude, serait d’analyser les HAP

I’Union Européenne.
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