4 IRURIRE PN EETERT
République Algérienne Démocratique et Populaire

ol ol gl ladl 3505
Ministére de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
1 5.\.“1.,3\ g.,J.?b Aslu dnol>

Université de Blida 1

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
Département de Biologie des Populations et des Organismes

Mémoire de fin d’études
En vue de l’obtention du diplome de
Master

Option : Biodiversité et Développement Durable

Theme

p
Dosage des Hydrocarbures Aromatiques

L présente sur le littoral algérois

Polycycligues (HAP) chez la Magnoliophyte marine
indicatrice de pollution Posidonia oceanica (L.) Delile

~

J

Présenté le 18 juin 2015 par
Mme EDDALIA NABILA

Devant le jury composé de :

M. GUEDIOURA A. M., Maitre-Assistant A BPO - UB1 Président

M. LARBI-DOUKKARA K. Maitre de conférences B BPO — UB1 Examinateur

M. BENYAHIA N. Maitre-Assistant A BPC - UB1 Examinateur

Mme AMAROUCHE N. Maitre-Assistant A BPC - UBI1 Promotrice
Promotion 2014/2015

\_




Avant tout, je remercie notre Dieu, Allah, le Miséricordieux, I'Unique,

le Puissant ... pour sa protection et son guide.

Je tiens a remercier vivement Mme AMAROUCHE N., ma promotrice,

pour I'aide scientifique et morale qu’elle m’a apportée tout au long de ce mémoire.

Je tiens a remercier M GUEDIOURA, maitre assistant a l'université de

Blida (UB1) de nous faire 'honneur de présider ce jury.

Je tiens a remercier M BENYAHIA, maitre assistant a l'université de Blida
(UBD1), d’avoir accepté de juger ce travail, ses remarques me seront certainement

profitables.

Que M. LARBI-DOUKARA trouve ici [I'expression de mes Vvifs

remerciements.

Je tiens a remercier vivement le personnel de I'|AP (Boumerdeés)
M. AMEZIANE, Mme AIT OUAKLI et M. NAZEF pour leur disponibilité et leur
dévouement dans ce travail.

J’adresse mes remerciements a M. et Mme SEMROUD pour leur accueil au

sein de leur laboratoire.

Mes sincéres remerciements s’adressent plus particulierement a mon époux et

a mes enfants qui m’ont soutenue tout au long de ce parcours.

Enfin, a tous mes amis, surtout Termoul Fatah qui a fait preuve de patience

avec moi.



Résumé

L'objectif visé dans cette étude est la recherche des Hydrocarbures Aromatiques
Polycycliques (HAP) dans la partie foliaire de la Magnoliophyte marine Posidonia
oceanica (L.) Delile présente sur le littoral algérois. Pour cela, nous avons procédé
au dosage de 15 HAP dans divers compartiments de la plante (limbes des feuilles
adultes de rang 1 et 2, les pétioles correspondants, le reste des feuilles adultes et les
feuilles intermédiaires), et ce, a I'lle Aguelli et au port de Khemisti en période
estivale. Les HAP sont dosés a l'aide d’'une chromatographie en phase liquide a
haute performance couplée a un détecteur UV. Les résultats du dosage ont permis
de faire une étude qualitative et non quantitative étant donné que les pics
d’absorbances des extraits de HAP n’ont pu étre bien séparés. 9 HAP ont pu étre
identifiés. Il ressort de cette étude que Posidonia oceanica a la capacité de
bioaccumuler dans sa partie foliaire les composés organiques. Par ailleurs, les HAP

détectés dans les deux stations révélent une origine anthropique.

Mots clés : Posidonia oceanica, HAP, bioaccumulation, lle Aguelli, Bou Ismail,
anthropique, HPLC-UV.



Abstract

The aim targeted in the present study is to research the presence of polycic aromatic
hydrocarbons (PAH) within the leaf part of the marine Magnoliophyte Posidonia
oceanica (L.) Delile that is to be found in the Algiers’ coastline. In order to do so, we
have proceeded to the dosing and measuring of 15 PAH in various areas of the plant
(adult leaf blades from grade 1 and 2, as well as the corresponding petioles and the
rest of the adult leaves and intermediary leaves), in the Aguelli Island and at the
Khemisti port, during summer period. The PAH dosing is done thanks to a high-
performance liquid chromatography mass spectrometry method coupled to a UV
detection method. The subsequent results helped in coming up with a qualitative
study rather than a quantitative one since the PAH extracts’ peaks of absorbance
could not be separated satisfactorily enough. 9 PAH have been identified. The main
conclusion to draw from this study is that Posidonia oceanica has the capacity to
bioaccumulate within its leaf part the organic compounds. Besides, detected PAH in

both locations turned out to have an anthropogenic origin.

Key-Words : Posidonia oceanica, PAH, bioaccumulation, Aguelli Island, Bou Ismail,
anthropogenic, HPLC-UV
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Introduction

Introduction

La phanérogame marine Posidonia oceanica est présente le long de la plus grande
partie des cbtes de la Méditerranée, dont elle est endémique. Elle y constitue, entre
le voisinage de la surface et 30-40 m de profondeur de vastes herbiers dont le réle

écologique et économique est trés important en Méditerranée.

Toutefois, les herbiers a Posidonia oceanica ont fortement régressé, au cours des
dernieres décennies, dans de nombreux secteurs de Méditerranée, principalement
au voisinage des grands centres industrialo-portuaires (Athénes, Napoli, Genova,
Nice, Toulon, Marseille, Barcelone, etc.), mais aussi dans des secteurs relativement
éloignés de ces centres urbains, par exemple les baies de Port-Man et de Port-Cros,
Var, France (AUGIER et BOUDOURESQUE, 1970; RAMOS-ESPLA, 1984 ;
PANAYOTIDIS et SIMBOURA, 1989).

Les causes de cette régression sont multiples : recouvrement des herbiers par des
aménagements littoraux gagnés sur la mer tels que ports, digues, plages artificielles,
endigages (MEINESZ et LAURENT, 1978), déficit ou excés de sédimentation di a la
modification des courants, consécutivement a des aménagements littoraux
(BOUDOURESQUE et JEUDY DE GRISSAC, 1983), diminution de la transparence
de l'eau due a l'eutrophisation ou a la turbidit¢ (MEINESZ et LAURENT, 1978),
pollution (DARMOUL et al, 1979 ; AUGIER et al.,, 1984), ancrages (AUGIER et
BOUDOURESQUE, 1970), chalutages (ARDIZZONE et PELUSI, 1984) et enfin
surpaturage par des herbivores (VERLAQUE, 1987).

Posidonia oceanica est considérée comme un bioindicateur fiable de la
contamination des écosystémes littoraux. Le choix de cette matrice pour I'évaluation
de la qualité du milieu marin réside dans :

- sa capacité de rétention et d’accumulation des micropolluants difficilement
détectables directement dans I'eau de mer ;

- son intérét dans le suivi spatial et temporel de la contamination du milieu marin ;

- le suivi de la contamination de la chaine alimentaire dont les applications se
traduisent en termes de santé publiqgue mais également en termes d’impacts

écologiques de la contamination du milieu.
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Par ailleurs, la pollution liée aux hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) est
devenue une problématique environnementale fréquente dans le monde entier. Ces
HAP font partie des Polluants Organiques Persistants (POP), définis par le protocole
d’Aarhus (1998) et la convention de Stockholm (2001), deux traités internationaux
dont I'objectif commun était de limiter les émissions de ces molécules capables de
s’accumuler dans les différents compartiments de I'environnement et susceptibles
d’étre nocives ou toxiques pour la santé humaine et les ressources naturelles. La
contamination des sols, des plantes et des eaux par ces polluants est souvent due

aux activités anthropiques.

L’objectif principal de ce travail consiste a déterminer les niveaux de contamination
des hydrocarbures polyaromatiques (HAP) chez Posidonia oceanica récoltée au
niveau de deux sites soumis a des conditions d'anthropisation différentes : (i) une
zone située dans la baie de Zemmouri (Est d’Alger): I'lle Aguelli ; et (ii) une zone
fortement anthropisée, lieu de déversement de rejets située dans la baie de Bou
Ismail (Ouest d’Alger) : le Port de Khemisti.
Cette étude contribuera a une meilleure connaissance de la pollution chimique et
I'origine de la pollution que subissent les herbiers a Posidonie, premier écosystéme a
faire face aux nuisances humaines.
Ce travail se décline en deux parties.
La premiére partie est une synthése bibliographique dans laquelle sont présentés :
- un premier chapitre qui résume I'état des connaissances actuelles sur les
herbiers de Posidonies ;
- un deuxieme chapitre dans lequel sont présentés les Hydrocarbures
aromatiques polycycliques.
La deuxiéme partie est dédiée a I'étude expérimentale et englobe :
- un chapitre présentant les méthodes de travail adoptées pour I'analyse des
hydrocarbures aromatiques polycycliques et les lipides totaux.
- un dernier chapitre dans lequel sont réesumés les résultats et leur discussion.

Enfin, une conclusion avec quelques perspectives vient clore le travail.



Chapitre 1

Posidonia
oceanica



Partie I. Etude bibliographique Chapitre 1. Posidonia oceanica

1. Généralités sur Posidonia oceanica
1. 1. Présentation et classification de Posidonia oceanica

La Posidonie, Posidonia oceanica (L.) Delile, est une Magnoliophyte marine
(anciennement appelées Phanérogames marines) descendant de Magnoliophytes
continentales retournées dans le milieu marin au Crétacé, il y a 120 a 100 millions
d’années (Ma) ; lesquelles avaient quitté ce méme milieu pour partir a la conquéte
des continents il y a 475 Ma, a l'ordovicien (ere primaire) (BOUDOURESQUE et
MEINESZ, 1982 ; WELLMAN et al., 2003).

Posidonia oceanica est une plante angiosperme monocotylédone sous-marine.
Comme toutes les plantes a fleurs, elle a des racines, une tige rhizomateuse et des
feuilles rubanées.

Il existe 12 genres et 60 especes de Magnoliophytes marines dans le monde (Kuo et
HARTOG, 2001). En Méditerranée, seules 5 espéces sont recensées : Cymodocea
nodosa (Ucria) Ascherson, Zostera marina (Linnaeus), Zostera nolti Hornemann,
Halophila stipulacea (Forsskal) et la plus abondante de tous, Posidonia oceanica

(Linnaeus) dont la systématique est présentée dans le Tableau 1.

Tableau 1. Classification de la Magnoliophyte marine Posidonia oceanica
(Kuo ET DEN HARTOG, 2001).

Phylum Chlorophyta
Embranchement Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Sous-classe Alismatidae
Ordre Potamogetonales
Famille Posidoniacea
Genre Posidonia
Espéce oceanica

Notons que différentes variantes sur l'origine et la taxonomie des Magnoliophytes
marines ont été décrites (DEN HARTOG, 1970 ; LARKUM & DEN HARTOG, 1989 ;
HEMMINGA et DUARTE, 2000). L'utilisation de nouvelles techniques comme I'analyse
des séquences du DNA et la chimiotaxonomie devraient permettre une meilleure

compréhension de la phylogénie de ces plantes.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Racine_%28botanique%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tige
http://fr.wikipedia.org/wiki/Feuille
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1.2. Description et distribution

Posidonia oceanica est une espéce endémique de la Méditerranée. Elle constitue
entre 0 et 40 m de profondeur des peuplements trés denses appelés herbiers
(Figure 1) dans le biotope photophile de I'étage infralittoral. Ces herbiers forment un
liseré presque continu tout autour de la Méditerranée (Figure 2) dont le réle est
comparable a celui de la forét (LACAZE, 1993). La surface occupée par les herbiers,
en Méditerranée, est estimée entre 25 000 et 50 000 km? (PASQUALILIN et al., 1998).

Figure 1. Aspect général d’'un herbier a Posidonia oceanica.

A I'Ouest, P. oceanica disparait un peu avant le détroit de Gibraltar. A I'Est, elle est
absente des cotes d’Egypte (a I'Est du delta du Nil), de Palestine, d’Israél et du Liban

(PoOR, 1978). Elle ne péneétre pas en mer de Marmara ni en mer Noire.

35000 km? d’};érb_ier -
1. soit 30% des fonds'entre . € i
“Det-40m - B ) N

el Y 2 A S L

Figure 2. Distribution géographique de Posidonia oceanica en Méditerranée
(d’'aprés PERGENT et al., 2012).
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Enfin, elle est rare ou absente dans I'extréme Nord de I'Adriatique (ZALOKAR, 1942 ;
GAMULIN-BRIDA, 1974) et le long des cbétes languedociennes (BOUDOURESQUE ET
MEINESZ, 1982).

La plante est constituée de tiges rampantes ou dressées, généralement enfouies
dans le sédiment, appelées rhizomes. Les rhizomes rampants de croissance
horizontale sont dits plagiotropes, et les rhizomes dressés de croissance verticale
sont dits orthotropes. La différenciation entre ces deux types de rhizomes n’est
jamais définitive, de sorte qu’un rhizome orthotrope pourra redevenir plagiotrope pour
la recolonisation d’'un espace vide (CAYE, 1980). Les rhizomes se terminent par des
groupes de 4-8 feuilles (faisceaux), larges de 8-11 mm et longues de 20-80 cm en
moyenne. Cette longueur peut toutefois atteindre 156 cm. Les rhizomes portent
également des racines, qui peuvent descendre jusqu’a 70 cm dans le sédiment

(BOUDOURESQUE et al., 2006) (Figure 3).

Faisceau de feuilles

Rhizome orthotrope

Rhizome plagiotrope

Racines

Figure 3. Un rhizome plagiotrope de Posidonia oceanica portant des racines ainsi que des rhizomes
orthotropes avec des faisceaux de feuilles a leurs extrémités (d’aprés BOUDOURESQUE et al., 2006).

On nomme feuilles juvéniles les feuilles de moins de 5 cm de longueur et feuilles
intermédiaires, les feuilles de plus de 5 cm sans gaine basale (pétiole) ou avec un
pétiole n’excédant pas 2 mm. Lorsque la croissance est terminée, la feuille est alors
dite adulte (Figure 4).
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Figure 4. Structure d’'un faisceau de feuilles de Posidonia oceanica.

Les feuilles mortes se détachent du rhizome en laissant sur ce dernier une écaille

résistante (ancien pétiole), qui contribue a le consolider (Figure 5).

Ecailles résistantes
durcies
(anciens pétioles)

Figure 5. Consolidation du rhizome par les écailles.
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On appelle matte le lacis de rhizomes peu putrescibles (BOUDOURESQUE, 1983) et le

sédiment piége.

;’i Rhizome orfhotrope‘ '
IRV

»

Figure 6. Aspect général de la matte constituée par les rhizomes et le sédiment
(d’aprés BOUDOURESQUE et al., 2006).
La reproduction de P. oceanica est essentiellement asexuée (bouturage), mais la
présence de fleurs et de fruits (Figure 7) est observée certaines années. Bien que les
floraisons et les fructifications de P. oceanica ont longtemps été considérées comme
rares et sporadiques, MONTEFALCONE et al. (sous presse) relévent une tendance a
'augmentation de leur fréquence, avec 'augmentation de la température de I'eau et

celle de 'activité solaire.

Figure 7. Floraison de Posidonia oceanica.

A : Fleur ; B : Fruits : Olives de mer (BOUDOURESQUE et al., 2006) ; C : Germination d’une graine.
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1.3. Ecologie

En mode calme, Posidonia oceanica peut se développer trés prés du niveau moyen
de la mer : ses feuilles s’étalent alors a la surface. La profondeur maximale dépend
de la transparence de l'eau : dans le Var et en Corse, des touffes isolées de P.
oceanica ont été observées jusqua 45-4 8m de profondeur (AUGIER et
BOUDOURESQUE, 1979 ; BOUDOURESQUE et al., 1990). La profondeur de I'extension
bathymétrique maximale des herbiers a P. oceanica marque la limite entre les étages
infralittoral et circalittoral, et est généralement liée a la transparence de I'eau (Duarte,
1991 ; BOUDOURESQUE et al., 2006) et/ou a I'hnydrodynamisme (VAccI et al., 2013).

La lumiere constitue I'un des facteurs les plus importants pour la répartition des
herbiers et leur densité (ELKALAY et al., 2003). En effet, Posidonia oceanica ne peut
vivre en dessous de 10 a 16% de l'irradiance de surface (ALCOVERRO et al., 2001).
Espéce eurytherme avec une croissance optimale a 17-20°C, des températures
extrémes (9,0 et 29,2°C) ont été mesurées dans des herbiers (Augier et al., 1980 ;
Robert, 1988). Il est possible toutefois que les températures basses (moins de 10°C)
et hautes (plus de 28°C) ne soient supportées qu’exceptionnellement
(BOUDOURESQUE et al., 2006).

P. oceanica est sténohaline vivant entre 33 et 38%. ; il y a dépérissement
immédiatement en dessous de 33%. (BEN ALAYA, 1972). C’est la faible salinité qui
I'élimine de la mer de Marmara (21-27%.), des étangs saumatres et du voisinage de
'embouchure des fleuves coétiers. L'espéce semble mieux résister aux salinités
élevées, bien que BEN ALAYA (1972) ait indiqué que 41%. constitue sa limite
supérieure de tolérance.

Elle craint un hydrodynamisme trop intense. Les tempétes arrachent des faisceaux
de feuilles, dont certains constitueront des boutures. Elles peuvent éroder la matte,
soit directement, soit en la vidant de son sédiment, ce qui la fragilise. C’est la raison
pour laquelle, en mode battu, I'herbier ne s’approche pas a plus de 1 ou 2 m de la

surface (BOUDOURESQUE et al., 2006).
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1.4. L’herbier de Posidonies : une oasis de vie

La Posidonie multiplie la surface initialement disponible au sol par 20 a 50 fois. Ainsi,
sur 1 m? de sol, les végétaux et animaux fixés disposent de 20 a 50 m? pour
s'accrocher. De plus, elle présente la particularité de croitre non seulement
horizontalement mais aussi verticalement, pour échapper a I'enfouissement causé
par la sédimentation. Ce mode de croissance est a I'origine de la formation de mattes

anfractueuses qui sont le si€¢ge de nombreux abris (KHOURY, 1984) (Figure 8).

Relations Trophiques C- Herbivores Exploitation de I'espace
A- Super Prédateurs 6. Oursin E- Etage lumineux
1. Loup 7. Saupe 11. Algues encro(tantes
2. Serran-écriture 8. Bigorneau

9. Isopode F- Etage Ombragé
B- Prédateurs 12. Algue Peyssonnelia
3. Sar D- Détritivores
4. Girelle 10. Concombre de mer  Reproduction
5. Castagnole 13. Ponte de seiche

Figure 8. La vie dans I'herbier a Posidonia oceanica (d’aprés TONI LLOBET et al., 2008).

Les feuilles sont couvertes de petites algues qui accedent ainsi a la lumiére et de
petits invertébrés filtreurs fixés (ascidies, anémones, vers, bryozoaires, etc.). Ces
organismes fixés sur les feuilles, animaux et végétaux, constituent les épiphytes. lls
sont la proie d'autres petits invertébrés qui se déplacent sur les feuilles et les
rhizomes en broutant les épiphytes. C'est notamment le cas de petits gastéropodes
et de crustacés. Des éponges se rencontrent fréequemment, encroltant les rhizomes
de la plante. Les échinodermes sont trés bien représentés dans I'herbier. On trouve

l'oursin comestible Paracentrotus lividus, I'oursin violet Sphaerechinus granularis, les
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concombres de mer (holoturies) (Guitouninouninou et Palluy, 2001). Les mollusques
sont également bien représentés, en particulier les plus évolués d'entre eux : les
céphalopodes (poulpes et seiches) et la grande nacre: Pinna nobilis, un autre
mollusque remarquable. Les poissons (carnivores ou omnivores pour la plupart) sont
trés nombreux. Les plus représentatifs sont les syngnathes, les hippocampes, les
scorpénidés tels que les rascasses brunes et les labridés qui sont presque

strictement liés a ce milieu.

1.5. Importance et role des herbiers de Posidonies

Les herbiers a P. oceanica représentent un écosystéme pivot et un pdle de
biodiversité (hot spot) remarquable qui offrent de nombreux services (UNSWOTH et
al., 2014) :

e ils produisent d’énormes quantités d’oxygéne — sous-produit de la photosynthese :

entre 4 et 20 litres d’'oxygéne par 24 heures (Bay, 1978 ; TERRADOS et al., 1999) ;

e ils sont source de nourriture, lieu de frayére et de nurserie et servent d’habitat pour
plus de 1000 espéces (BUIA et al., 2000 ; BERBERA-CEBRIAN et al., 2002 ; GOBERT et
al., 2006) ;

e ils fixent les fonds, protégent les plages de I'érosion et agissent comme un
régulateur des vagues, courants et houle par un double effet de I'atténuation de leur
force par les banquettes, et le piégeage du sédiment par les feuilles et le lacis serré
de leurs rhizomes (BLANC et JEUDY De GRISSAC, 1978 ; BOUDOURESQUE et JEUDY De
GRISSAC, 1983 et GAwmBI et al. 1989 ; KOcH et al., 2006). lls sont @ méme de jouer un
réle «d’amortisseur» dans le cas de I'apparition d’événements climatiques extrémes
(tempétes et cyclone), événements dont la fréquence devrait s’amplifier a court ou a

moyen terme ;

e ils sont considérés comme les écosystémes les plus productifs de la planéte
(BOUDOURESQUE et al., 2006). Le surplus de production est exporté vers d’autres
écosystemes ou il constitue la base de nombreux réseaux trophiques littoraux
(LACAZE, 1993 ; PERGENT et al., 2012) ;

e leur rGle majeur, vis-a-vis des changements climatiques, réside dans leur capacité
a stocker le carbone. Les Magnoliophytes marines seraient responsables de 40% du

carbone stocké chaque année par la végétation cétiere. La matte correspond au
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principal puits de carbone organique séquestré par la Posidonie, au vu de
'importance de sa production primaire enfouie dans la matte (on entend par puits de
carbone des réservoirs naturels ou artificiels dans lesquels le carbone peut étre
accumulé pendant une longue période). La part du carbone qui rejoint les puits a
long terme (séquestration) est estimée a 10 a 25% du carbone total fixé par la plante,
ce qui représente pour la Méditerranée de 0,5 a 20% du carbone séquestré par
'ensemble des herbiers des océans. En prenant en compte I'épaisseur moyenne de
la matte (de 1 a 4 m), le carbone organique stocké en Méditerranée correspond a
entre 11 et 89% des émissions de CO, produites, par la combustion d’hydrocarbures
fossiles, par les pays méditerranéens depuis le début de la révolution industrielle (sur
le marché du carbone, cette quantité séquestrée par les herbiers de Posidonies, est

évaluée entre 3 et 45 € m~2, soit de 17 a 250 fois plus que les foréts tropicales).

Par ailleurs, les herbiers a Posidonia oceanica rendent compte, par leur présence et
leur vitalité, de la qualité des eaux du milieu environnant (PERGENT, 1991a) en
fonctionnant a différents niveaux (PERGENT, 1993) :

— Au niveau de la population : d'une part, la limite supérieure renseigne sur les
conséquences des rejets urbains et industriels et les aménagements littoraux, ...
etc., et d’autre part, la limite inférieure de I'herbier nous renseigne sur la turbidité
moyenne des eaux qui dérivent au-dessus de lui. La présence de structures érosives
(inter-mattes, chenaux,....) au sein de I'herbier témoigne de la présence de courants
et de la péche destructive ;

— Au niveau de l'individu : les modifications Iépidochronologiques et phénologiques
permettent de connaitre I'évolution des parametres caractéristiques du milieu et de
suivre la pollution a des périodes données ;

— Au niveau anatomique : les cellules a tanin, qui sont des cellules riches en acide
phénolique, et les enzymes de détoxication semblent augmenter en réponse a I'état
de stress de la plante.

C’est pour toutes ces raisons que les herbiers a Posidonies sont devenus, au cours
de ces derniéres années un objectif majeur de protection et de gestion du milieu
marin en Méditerranée (PERGENT, 1991b ; BOUDOURESQUE et al., 1995 ; CAR-ASP,
2000 ; PERGENT-MARTINI, 2000 ; PNUE. CAR/ASP, 2001 ; BOUDOURESQUE, 2003 ;
PROCACCINI et al., 2003).

11
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1.6. Menaces sur I’herbier

Au cours du XX°® siécle, et sans doute plus particulierement depuis les années 1950,
I'herbier a Posidonia oceanica a considérablement régressé, en particulier aux
alentours des grands centres urbains et portuaires. Il régresse en profondeur
(remontée de la limite inférieure, en raison de la diminution de la transparence de
'eau), aux profondeurs intermédiaires, mais également au niveau de sa limite
supérieure (Den Hartog, 2000 ; Boudouresque et al., 2006). En effet, du fait qu’il
occupe la frange littorale, I'herbier est soumis de maniére directe a de nombreuses

agressions anthropiques et naturelles.

Les principales causes de régression des herbiers sont :

— Les pollutions industrielles et urbaines. La pollution, considérée globalement,
constitue la principale menace : la disparition des herbiers autour des sources de
pollution en témoigne (BELLAN-SANTINI et al., 1994 ; PERGENT-MARTINI et al., 1995 ;
Boudouresque, 2003). Parmi les contaminants chimiques émis par les rejets
terrestres et nocifs pour la Posidonie, citons les métaux lourds comme le mercure,
les sels nutritifs, les détergents, les HAP (Hydrocarbures Aromatiques
Polycycliques), les pesticides, et le TBT (Tributylétain), ancien composant des
peintures antisalissure des coques, qui réduisent la vitalité des herbiers a Posidonia

oceanica (PERES et PICARD, 1975 ; AUGIER et al., 1987).

— La turbidité. La diminution de la transparence de I'eau, sous l'effet de la turbidité
ou de l'eutrophisation et du développement du plancton qui en résulte, réduit la
quantité de lumiére en profondeur. La limite inférieure de I'herbier remonte alors

(BOUDOURESQUE, 2003) ;

— Les arts trainants. L'utilisation des arts trainants constitue la principale menace
directe sur les herbiers (FRANCOUR et al., 1999).

— Les aménagements. Le recouvrement par les aménagements littoraux et la
modification des flux sédimentaires (exploitation des sables ou aménagement littoral)

sont d’'importantes menaces sur I'herbier ;

— La compétition avec des espeéces introduites. Caulerpa taxifolia qui colonise
presque tous les types de substrats, en particulier les mattes mortes et les herbiers a
P. oceanica ; notamment les herbiers stressés ou dégradés dont elle peut accentuer

le recul (Boudouresque et al., 1995). Caulerpa racemosa, la deuxiéme chlorophyte

12
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introduite en Méditerranée, et dont I'expansion est extraordinairement rapide,
puisqu’elle est aujourd’hui présente dans la plus grande partie de cette mer
(VERLAQUE et al., 2004, PiAzzI et al., 2005).

A noter que le suivi de I'évolution temporelle des herbiers a Posidonia oceanica
montre que les régressions sont toujours plus rapides que les recolonisations

(BOUDOURESQUE, 2000).

1.7. Mesures de protection de I’herbier a Posidonies

Face aux nuisances qu’ils endurent, plusieurs mesures de protection des herbiers
ont étés adoptées notamment dans la Convention de Rio de 1992, la Directive
habitat de 1992 de I'Union européenne (92/93/CEE), et la convention de Barcelone
de 1999.

En Algérie, les herbiers sous-marins sont classés parmi les sites d’intérét écologique
ou de valeur scientifique sur le littoral et sont préservés de I'occupation et l'utilisation
des sols littoraux par la Loi relative a la protection et a la valorisation du littoral n° 02-
02 du 5 février 2002 (Journal Officiel n°10 du 12 février 2002).

Par ailleurs, le décret exécutif n°12-03 du 4 janvier 2012 fixe la liste des espéces
végétales non cultivées protégées, dont les angiospermes (Journal Officiel du 18
janvier 2012). Ce décret dispose notamment dans son article 4 : «Au titre de la
protection des espéces végétales non cultivées protégées, évoquée au niveau de
l'article 41 de la loi n°03-10 du 19 juillet 2003, susvisée, sont interdits : la destruction,
la coupe, la mutilation, I'arrachage, la cueillette de végétaux de ces espéces ou de
leurs fructifications, ou de toute autre forme prise par ces espéces au cours de leur
cycle biologique, leur transport, leur utilisation, leur mise en vente, leur vente ou leur

achat, ainsi que la détention des spécimens prélevés dans leur milieu naturel.

1.8. Posidonia oceanica : bioindicateur biologique

L’'usage de bio-indicateurs permet de déterminer avec précision et rapidité I'impact
des actions anthropiques sur la «santé» des écosystémes (RAMADE, 1993).

Pour étre utilisé comme bioindicateur, un organisme doit répondre a plusieurs
critéres :

- étre en contact avec le sédiment ;

- avoir des déplacements peu importants par rapport au site étudié ;

13
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- étre bien représenté dans I'ensemble du biotope étudié ;

- avoir une importance écologique prouvee ;

- dont la biologie (croissance, productivité, reproduction) est relativement bien
connue ;

- avoir une durée de vie supérieure aux variations temporelles qu’il est censé
intégrer,

- caractérisé par un haut pouvoir de concentration du polluant envisageé.

Au regard de ces exigences, Posidonia oceanica apparait comme un matériel
intéressant : c’est une espéce longévive - la durée de vie des feuilles de Posidonia
oceanica est 345 (HEMMINGA et al., 1999) -, a caractére benthique, dont les
rhizomes, peu putrescibles, se conservent dans I'épaisseur de la matte pendant
plusieurs millénaires (au moins 5000 ans) (BOUDOURESQUE et al., 1980b ; ROMERO et
al., 1992). Sa faculté a mémoriser les métaux lourds, le mercure particuliérement,
associée aux possibilités de datation par la Iépidochronologie (étude des cycles des
écailles), permet le suivi temporel de ces polluants (PERGENT-MARTINI, 1998 ;
PERGENT et PERGENT-MARTINI, 1999a).

Posidonia oceanica a surtout la particularité de répondre aux criteres de sélection
des espéces sentinelles qui sont caractérisées par des mécanismes de seuil, se
traduisant par des changements de grande amplitude lorsqu'un facteur de
perturbation vient a dépasser une valeur seuil (BAYNE et al., 1980).

Cette espéce a également déja été utilisée pour mesurer les radionucléides présents
(CALMET et al., 1988; WARNAU et al., 1996) et passés (CALMET et al., 1991). Toutefois,
seules deux études ont porté sur la contamination des HAP au sein de cette espece
(BucALossi et al., 2006 ; PERGENT et al., 2011).

14
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2. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HPA)

Les Hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des composés organiques
neutres dont la structure cyclique comprend au moins deux cycles aromatiques
fusionnés par des arrangements linéaires, angulaires ou en coin. Les molécules sont
rigides et apolaires.

Au sens strict, les HAP ne contiennent que des atomes de carbones et d’hydrogéne.
Cependant, certains composés aromatiques contenant du soufre, de I'azote ou de
I'oxygeéne leur sont parfois associés.

Les noyaux aromatiques rendent les HAP trés hydrophobes. Les HAP constituent
une classe de POH (Polluants organiques hydrophobes) étudiée et recherchée dans
I'environnement depuis les années 70. Le nombre théorique de HAP susceptibles
d’exister s’éléve a plus de 1000 (NIST, 2002), mais le nombre de ceux identifiés est
de 130 (INERIS, 2005). L'ensemble des HAP appartiennent aux substances
prioritaires définies dans la Directive Cadre Européenne (DCE) sur leau
(2000/60/CE). Des études ont montré que certains HPA sont génotoxiques,
mutagénes et cancérigénes (RANDERATH et al., 1999). C’est pourquoi 16 HAP sont
couramment analysés dans les différentes composantes de I'environnement, car
déclarés comme substances prioritaires par I'Environmental Protection Agency
américaine (US EPA) (Figure 9). L’'Organisation Mondiale de la Santé (WHO, 2003)
propose de suivre principalement 6 HAP (Tableau 2).

Tableau 2. Liste des HAP considérés par I'Organisation Mondiale de la Santé (WHO, 2003).

HAP Nombre de cycles Formule chimique
Fluoranthéne 4 C1sH10
Benzo(a)Pyréne CaoH12
Benzo(b) Fluoranthéne 5 C2oH12
Benzo(k) Fluoranthéne CooH12
Benzo(ghi)Péryléne 6 CaoH12
Indéno(1,2,3-cd)Pyréne C22H12
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Figure 9. Liste des 16 HAP surveillés dans I'environnement selon les recommandations
de 'USEPA (polluants prioritaires).
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Les HAP susceptibles d’étre présents dans le milieu aquatique ont entre deux et dix
noyaux aromatiques. Au-dela, leur solubilité est trop faible pour qu’ils soient détectés

dans des environnements aqueux.

2.1. Caractéristiques physicochimiques

Les propriétés physicochimiques se révélent trés utiles pour évaluer I'impact potentiel
des composés dans l'environnement. Elles vont notamment permettre de mieux
prévoir leur répartition ainsi que leur comportement dans les différents
compartiments de I'environnement (eau, sol, sédiments, atmosphére, organismes
vivants) (LATIMER et ZHENG, 2003).

A noter toutefois que la migration et I'évolution de ces substances est aussi fonction
des propriétés physicochimiques du milieu récepteur et des populations

microbiennes en présence.

2.1.1. Propriétés physiques

Les principaux parameétres couramment utilisés pour prédire la distribution des
composeés organiques, dans les différents compartiments environnementaux, sont
(WILD et JONES, 1995) :

— la pression de vapeur saturante (PL), qui refléte la volatilité et donc la capacité d'un
compose a rester en phase gazeuse ou a se volatiliser ;

— la constante de Henry (H), qui est caractéristique de I'équilibre entre les phases
gazeuse et aqueuse (ratio de la concentration dans I'air et dans I'eau a I'équilibre) ;

— le coefficient de partage du carbone (Kqc) qui indique la propension des HAP a se
lier a la matiére organique du sol et du sédiment ;

— le coefficient de partage octanol-air (Kow) qui permet d’estimer la migration des
HAP vers les lipides et donc de prévoir leur bioaccumulation (une molécule est

considérée comme bioaccumulable quand celui-ci est supérieur a 3).

Les valeurs de ces paramétres pour les 16 HAP habituellement recherchés sont

présentées dans le Tableau 3.

De fagon générale, les HAP sont des composés peu volatils, trés peu solubles dans
I'eau (30 mg/l pour les composés légers et 10™ mg/l pour les plus lourds [INERIS,

2005]) et peu mobiles dans le sol, car facilement adsorbés. Ces substances sont
17
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stables (hydrolyse négligeable), mais leur biodégradabilit¢ dépend fortement du

milieu.

Tableau 3. Caractéristiques physicochimiques des 16 HAP prioritaires (INERIS, 2005).

HAP Masse Constante de | Solubilité Coefficient Demi-vie
molaire Henry KH dans 'eau | de partage (j=jour ;
(g/mol) (Pa.m*mol) a25°C octanol-eau a=an)

(mgll) log Kow

Naphtaléne 128,2 48,9 32 3,30 16 - 48

(Nap)

Acénaphtyléne

(AcP) 152,2 / 3,93 4,07 /

Acénaphténe

(AcPy) 154,2 14,7 3,42 3,98 /

Fluorene 166, 32 - 29,2 1,90 4,18 32-60j

(Flu)

Phénanthréne Ao :

(Phe) 178,2 2,9 (4 20°C) 1 4,45 16 — 200

Anthracéne .

(Ant) 178,2 5,04 0,07 4,45 50j—1,3

Fluoranthéne Ao .

(FL) 202,3 1,5 (4 25°C) 0,27 4,90 140j—1,2 a

Pyréne 202,3 1,1.10° (a ,

Py) 25°C) 0,16 4,88 210j-5.2a

Benzo(a)anthracene 228,3 / 0,0057 6,61 102/ - 1,9 a

(BaA)

Chrysene 228 0,1 (a 25°C) 0,002 6,16 1-27a

(Chr) b b b b 3

Benzo(b)fluoranthéne . Ao .

(BbFL) 2523 0,05 (4 25°C) 0,0010 6,57 360j—1,7a

Benzo(k)fluoranthéne \ ~ro

(BKFL) 252,3 0,069 (4 25°C) |  0,0008 6,8 2,5-59a

Benzo(a)pyrene 2523 4,010 0,0038 6,06 57j—1,5a

(BaP)

Dibenzo(ah)anthracéne 278,3 4,8.10° .

(DBA) (3 25°C) 0,0005 6,84 361j— 2,6a

Benzo(ghi)péryléne 276,3 2,7 107

(BghiP) (3 20°C) 0,002 6,50 0,25a —1,8a

Indéno(1,2,3,cd)pyrene 2763 2,9.10° 0,0008 6,58 16-2a

(InP)

Il en résulte que les HAP sont caractérisés par leur hydrophobie et leur persistance

(capacité a ne pas étre dégradés) (NEFF, 1979 ; DOUBEN, 2003). Généralement, ces

tendances s’accentuent lorsque la masse molaire augmente, alors que leur solubilité

et leur volatilité diminuent (FERREIRA, 2001). Signalons que la persistance des HAP
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sera également fonction de leur temps de demi-vie, lequel est plus important pour les
HAP les plus lourds donc les moins solubles.

Les caractéristiques énoncées font que les HAP ont tendance a s'adsorber sur les
matrices solides, notamment les matiéres organiques (sédiments et organismes
vivants) (CHEFETZ, 2000 ; AccARDI-DEY, 2002 ; ZHou, 2004). De plus, leur caractére
lipophile leur permet d’étre facilement transférés dans les différents compartiments
de la chaine alimentaire (BAUMARD et al., 1998 et MULLER et al., 2001), et atteindre
’homme suivant des cycles de complexité variée (céréales-homme ; herbe-vache-
lait-homme) (SMITH et al., 2002 ; GROVA et al., 2005).

2.1.2. Propriétés chimiques

Les HPA peuvent étre classés en trois groupes basés sur le nombre de cycles
aromatiques qu’ils contiennent et leurs masses molaires moléculaires :

— HPA de faibles masses molaires moléculaires (de I'ordre de 152-178 g/mol, soit 2 a
3 cycles) : naphtaléene, acénaphthyléne, acénaphthéne, fluoréne, anthracéne et
phénanthréne. lls présentent une solubilité et une volatilité les plus élevées,

— HPA de masses molaires moléculaires intermédiaires (de I'ordre de 202 g/mol,
4 cycles) : fluoranthéne, pyréne ;

— HPA a masses molaires moléculaires élevées (de I'ordre de 228-278 g/mol, soit 4 a
6 cycles): benzo(a)anthracéne, chryséne, benzo(a)pyréne, benzo(b)fluoranthéne,
dibenzo(ah)anthracéne, benzo(k)fluoranthéne, benzo(ghi)pérylene, indéno(1,2,3, cd)

pyréne. Leur sorption est la plus forte.

2.2. Propriétés mutagénes et cancérigénes

Les HAP constituent une classe de contaminants dangereux a la fois pour ’lhomme
et 'environnement, et ce, du fait de leurs propres caractéristiques, notamment de par
leur accumulation et leur persistance, et du fait des nombreuses sources
d’exposition. Les HAP ont des propriétés toxiques, mutagénes et cancérigenes (WILD
et al., 1992) (Tableau 4). lls sont d’ailleurs considérés comme la premiére source de
cancer en zone urbaine (BINKOVA et al., 1996).
Les propriétés cancérigénes des HAP dépendent essentiellement de la structure du
composé consideré. Plusieurs facteurs favorisent le caractére cancérigéne : le
nombre de cycles (ce sont les HAP a 4 noyaux aromatiques ou plus qui sont
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généralement cancérigénes), I'arrangement stérique de la molécule (les molécules
planes sont moins toxiques). De plus, pour étre cancérigéne, la molécule d’'HAP doit
posséder une région baie et étre dissymétrique (Figure 10). Cette configuration
gouverne les modalités d’oxydation de la molécule en raison des zones de

concentration en électrons.

région baie

AN

Benzo [a] pyréne (cancérogéene) Pyréne (non cancérogene)

Figure 10. Structure chimique du benzo(a)pyrene (cancérogéne) et du pyréne (non cancérogene)
FoaN, 2012).

Les propriétés cancérigénes des HAP n'ont été prouvées que pour le
benzo(a)pyréne (ALBERT et al., 1991), le chryséne (HORTON et CHRISTIAN, 1974), le
dibenzo(a,h)anthracéne (PLATT et al., 2005), le naphtaléne (AJOA et al., 1988), le
benzo(b)fluoranthéne (Weyand et al., 1990), le benzo(k) fluoranthéne (LaVoie et al.,
1980), et I'indéno(1,2,3-cd)pyréne (DEUTSCH-WENZEL et al., 1983). Pour les autres
HAP, il semble gqu’ils ne sont pas classifiables quant a leur effet cancérogénése pour
'lhomme.

Des effets mutagénes ont été prouvés pour le chryséne (JOCE, 2004); le
be,nzo(a)pyrene (Cavalieri et al., 1988), et le benzo(b)fluoranthéne (Amin et al.,
1984) ; (Takemura, et al., 1980) ; (HERMANN, 1981).

La formation d’adduits a I'ADN semble étre le mécanisme principal de la
cancérogenése (Figure 11). Le pouvoir mutagéne des HAP se manifeste suite a leur
oxydation dans I'organisme par le cytochrome P-450, puis a la fixation du produit
d’oxydation sur 'ADN et donc a la formation d’un adduit, provocant une mutation et
linitiation d’'un cancer (GLATT et al., 1993). DENISSENKO et al. (1996) ont montré
récemment que le benzo(a)pyréne se liait préférentiellement au géne suppresseur

humain p53 dans les cellules épithéliales bronchiques. Ce géne suppresseur est
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alors muté et s’exprime anormalement. Il perd alors son rdle protecteur contre la

prolifération de cellules malignes.

Les HAP associés aux sédiments peuvent également induire le développement

d’adduits a 'ADN et éventuellement des Iésions aux poissons (Hylland, 2006).

Tableau 4. Toxicité des HAP.

HAP Cancérogenése | Mutagenése Référence
NAP Non confirmée EPA-TSCA
ACP Constatée EPA-TSCA
ACPY Constatée EPA-TSCA
FL Constatée EPA-TSCA, IARC
PHE Constatée EPA-TSCA, IARC
ANT Constatée EPA-TSCA, IARC
FL Non confirmée | Constatée * EPA-TSCA, IARC
PY Non confirmée Constatée * EPA-TSCA, IARC
B(a)A Confirmée Constatée * EPA-TSCA, IARC
CHR Confirmée Constatée * EPA-TSCA, IARC
B(b)FL Confirmée Constatée IARC
B(b)FL Confirmée Constatée IARC
B(a)P Confirmée Constatée * EPA-TSCA, IARC
B(e)P Non confirmée Constatée * IARC
InP Confirmée Constatée EPA-TSCA, IARC
Bg,h,iP Non confirmée Constatée IARC
DB(a,h)A Confirmée Constatée * EPA-TSCA, IARC

* Mutagéne pour 'lhomme

IARC : Centre International de Recherche sur le Cancer
EPA-TSCA : Environmental Protection Agency-Toxic Substances Control Act
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Fixation (-
sur ['4AD

sur 1'ADN

Figure 11. Activation métabolique des HAP en agent mutagéne Selon (LECOQ, 1993)

2.3. Identification des différentes sources des HAP

Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP) qui arrivent dans
I'environnement peuvent avoir plusieurs origines, naturelles ou anthropiques (NEFF,
1979). lls sont principalement générés par la combustion incompléte de la matiére
organique (origine pyrolytique). lls sont ainsi formés lors des feux de foréts (naturels
ou brllage volontaire) et de la combustion des produits pétroliers, du charbon, du
bois (origine pétrogénique). Les HAP sont aussi présents dans le pétrole brut (origine
pétroliere). Dans ce cas, ils sont diffusés dans I'environnement lors de fuites de

pétrole et lors du transport routier et fluvial (Tableau 5).
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AcP

AcPy

Flu

Phe

Ant

FL

Pyr

Naturelles

Pétrole brut, éruptions
volcaniques, incendies

Combustibles fossiles

Eruptions volcaniques,

incendies

Combustibles fossiles

Eruptions volcaniques,
incendies

Combustibles fossiles

Tableau 5. Sources et utilisation de quelques HAP.

Anthropiques

Pyrolytique : chauffage au bois ; sublimation pour répulsifs ;
fumée de tabac ; production et distillation du charbon

Pyrolytique : combustion du charbon ; échappements des moteurs
(diesel) ; raffinage du pétrole ; distillation du goudron ; distillation
de charbon

Pétrogénique : pétrole

Pyrolytique : chauffage au bois

Pyrolytique: combustion d'huile, d’essence, de fioul, de charbon de
bois ; fumée de tabac, échappements automobiles, incinération
d'ordures ménaggeres, raffinage du pétrole

Pétrogénique_: combustibles fossiles

Pyrolytique: combustion incompléte de composés organiques (e.g.
bois), de combustibles fossiles ; fumée de tabac ; échappements des
moteurs (diesel); viandes grillées au charbon de bois ; huiles de
moteur usagée ; incinération d'ordures ménageres

Pyrolytique: échappements des moteurs (diesel); émissions des
fours a charbon et a fioul ; préparation d’asphalte ; fumée de
charbon de bois ; raffinage du pétrole ; combustion de
pneumatiques

Pétrogénique: combustibles fossiles (fioul, essence) ; huiles
d’imprégnation du bois

Pyrolytique: émission des fours a bois, incinération d'ordures
ménageres, production de goudron et asphaltes, craquage du
pétrole; échappements des moteurs (diesel); utilisation de compost
et fertilisants

Pétrogénique: usine de traitement du bois

Pyrolytique: combustion incompléte de charbon, produits
pétroliers (e.g. huile, essence, fiouls) ; échappements des moteurs ;
goudron ; production de métaux, de fonderie ; fumée de tabac ;
incinération de déchets

Pétrogénique_: essence, fioul, huiles brutes

Phtalates ; plastifiants ; résines ; teintures ;
répulsifs pour insectes ; tannages, INERIS, 2005h
tensioactifs

ASTDR, 1995

Formation de radicaux pour la fabrication de
résine et de teinture ; certains médicament INERIS, 2005f

Industrie des matiéres colorantes ; explosifs ;
produits pharmaceutiques ; substances ASTDR, 1995;
conductrices INERIS, 2006d

Intermédiaire pour la fabrication de résines,

de teintures ; insecticide ; fongicide ;

¢électrophotographie ASTDR, 1995;
INERIS, 2005b

revétement interne pour réseau d'eau potable
; intermédiaire de la fabrication de teinture ;
fabrication d’huiles, de colles ; certains
médicament

ASTDR, 1995;
INERIS, 2008

intermédiaire de la fabrication de teinture ;

optique ; isolation électrique ASTDR. 1995:

INERIS, 20051
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BaA

Chr

BbFL

BKFL

BaP

DBA

BghiP

InP

Combustibles fossiles
(huile brute et lignite)

Combustibles fossiles

Combustibles fossiles ;
éruptions volcaniques ;
incendies ; Biosynthese
par plantes, bactéries,
algues

Combustibles fossiles

Eruptions volcaniques,
incendies

Combustibles fossiles ;
huiles brutes ; huiles de
schiste ; biosynthése
(tabac, algues) ; terreau ;
fumier ; éruptions
volcaniques ; incendies

Pyrolytique : incinération d'ordures ménagéres et hospitaliére

Pyrolytique: incinération d'ordures ménageres ; appareils ménagers
au gaz naturel ; chauffage au bois

Pyrolytique : combustion d'hydrocarbures et de charbon ; raffinage
du pétrole, cokéfaction du charbon, échappements des moteurs ;
asphalte

Pyrolytique: fumées de tabac ; échappements des moteurs ;
Combustion de charbon, d’huiles ; goudron de charbon ; lessivage
par la pluie de stock de charbon ; raffinerie de pétrole : fumée
Pétrogénique : combustibles fossiles, huiles de moteur, raffinerie
de pétrole : eaux usées

Pyrolytique: raffinerie de pétrole, du schiste ; utilisation du
goudron, charbon, coke, kéroséne ; sources d'énergie, chaleur ;
revétement routiers ; fumées de tabac ; échappements des moteurs ;
aliments fumés ou grillés au charbon de bois,

Pétrogénique: combustibles fossiles ; huiles de moteur ;
carburants; graisses ; huiles ; margarines

Pyrolytique : échappements des moteurs ; fumées de tabac ;
chauffage au bois ; fours a coke ; goudron.

Pétrogénique: combustibles fossiles ; huiles usagées

Pyrolytique: échappements des moteurs ; raffinerie de pétrole ;
distillation du charbon ; combustion du bois, de charbon, d'huile, de
propane, de fioul ; incinération d'ordures ménageres et
hospitaliéres; résidus d'incinération

Pétrogénique : effluents industriels ; boues d'épuration
Pyrolytique_: combustion du bois, de charbon, de carburants ; four a
bois ; incinération d'ordures ménageres; fumées industrielles ;
aliments grillés au charbon de bois; fumées de cigarettes ; goudron
de charbon ; échappements des moteurs

Pétrogénique : combustibles fossiles ; huiles de moteur

Recherche

Produits étalons

Recherche

ASTDR, 1995
INERIS, 2005¢

INERIS, 2005¢

INERIS, 2005d

INERIS, 2006a

INERIS, 2006¢

ASTDR, 1995;
INERIS, 2006b

ASTDR, 1995;
INERIS, 2005g

24



Partie I. Etude bibliographique Chapitre 2. Les HAP

La généralisation de la combustion des produits pétroliers fait que les HAP
constituent une pollution semi-diffuse de I'environnement. lls sont prédominants dans
le zones urbaines ou se concentrent les usages de produits pétroliers (automobiles,
industrie, chauffage). Citons encore certaines sources trés minoritaires mais
importantes pour leur impact sur la santé humaine comme la fumée de cigarettes ou

la fumaison des aliments.

2.4. Sources de contamination du milieu marin

Le milieu aquatique constitue le réceptacle privilégié des HAP. L’introduction des
HAP en milieu marin peut étre due soit a des phénoménes naturels soit aux activités
anthropiques. Les sources naturelles en milieu marin sont principalement des
suintements sous-marins qui ont lieu lorsque des gisements libérent des
hydrocarbures dans la colonne d’eau (NRC, 2003a).

Mais la source majoritaire des HAP provient des activités anthropiques suivantes
(ASTDR, 1995 ; NRC, 2003a) :

— extraction du pétrole, qui s’accompagne d’un rejet de pétrole brut et de produit de
raffinerie ;

— transport du pétrole, qui peut conduire a deux types de déversements de faible
ampleur résultant de l'activité (e.g. nettoyage de cuve), et des déversements
accidentels d’ampleur variable (e.g. marées noires telles que Exxon Valdez, Prestige,
Erika).

— utilisation du pétrole, qui s’accompagne d’autant de rejets différents qu’il y a
d’activités (e.g. bateaux individuels, transporteurs maritimes, activités en milieu
terrestre ; NRC, 2003a).

Ainsi, la grande majorité de la contamination anthropique par les HAP en milieu
marin est issue du domaine terrestre et transmise par le biais des dépbts
atmosphériques et des apports des bassins versants (e.g. fleuves, rejets d'eaux
usées lessivage des sols (ASTDR, 1995; NRC, 2003a).

En 1979, NEfFF estimait a 230 000 tonnes la quantité de HAP atteignant chaque
année le milieu aquatique. Les concentrations sont tres variables selon les milieux et
les HAP considérés, les plus légers ayant des teneurs de I'ordre du ug/l alors que les

plus lourds de I'ordre du ng/I.
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De plus, en raison de leur hydrophobie, les HAP se fixent préférentiellement sur les
particules et se concentrent dans les sédiments. Ce phénoméne est d’autant plus
accentué que les HAP sont lourds et hydrophobes et que les HAP sont souvent déja
fixés sur des particules au moment de leur émission (particules dans les fumées

d’échappement par exemple).

2.5. Devenir des HAP en milieu marin

Du fait de la trés faible solubilité des hydrocarbures dans I'eau et de leur densité qui
est légérement inférieure a l'unité, les hydrocarbures rejetés dans les océans
s’étalent a la surface avant de subir une série de modifications suite a I'action de
facteurs abiotiques et biologiques. L’action simultanée de ces différents facteurs
aboutira a I'élimination de cette pollution (BERTRAND et MILLE, 1989 ; US. Congress,

Office of Technology Assessement, 1991).

— Evaporation. Ce phénoméne touche les fractions de faible poids moléculaire et
dépend des conditions atmosphériques (vent, vagues, température,...). Les
hydrocarbures les plus Iégers (telle 'essence automobile), ayant de 4 a 12 atomes
de carbone (T° d’ébullition < 270°C), qui représentent généralement pres de 50%
des hydrocarbures totaux d'un brut moyen, sont éliminés rapidement dés les

premiers jours, pouvant conduire a une pollution de I'atmosphére.

— Solubilisation. La solubilité des hydrocarbures dans I'eau de mer est tres faible.
Un hydrocarbure est d’autant plus soluble que sa masse moléculaire est faible et que
sa polarité est élevée. Il est important de noter que ces hydrocarbures solubles sont
parmi les plus dangereux pour I'environnement, ils sont difficiles a éliminer et sont

adsorbés par la faune et la flore.

— Emulsification. Deux types d’émulsions peuvent se former : eau-dans-huile
appelée «mousse au chocolaty et huile-dans-eau. Les émulsions eau-dans-huile
sont constituées par des hydrocarbures de haut poids moléculaire. Ces émulsions
difficilement dégradables sont les précurseurs des résidus goudronneux retrouvés
sur les plages, alors que les émulions huile dans eau facilitent I'élimination des

hydrocarbures.

— Sédimentation. La sédimentation est le passage du pétrole de la surface vers le

fond. Ce phénoméne concerne les résidus goudronneux constitués de la fraction
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pétroliere la plus lourde et dont la densité est supérieure a celle de I'eau de mer. La
sédimentation conduit a la constitution d’agrégats de haute densité difficilement

dégradable par voie naturelle.

— Photo-oxydation. La photo-oxydation est observée au niveau de la surface de
'eau ou lair (oxygéne) et la lumiére (radiations solaires) sont présents pour la
transformation des hydrocarbures (PAYNE et PHILLIPS, 1985). L’efficacité de ce
phénoméne dépend de la nature des hydrocarbures et de la présence de composeés
non hydrocarbonés (BERTRAND et MILLE, 1989). La photo oxydation touche plus
particulierement les composés aromatiques qui sont plus photosensibles que les
composeés aliphatiques (RONTANI et GIusTI, 1987).

La photo-oxydation conduit a la formation de composés solubles dans I'eau (acides,
alcools, cétones, peroxydes et sulfoxides) et certains travaux de recherche ont
montré leur toxicité pour les communautés microbiennes (PAYNE et PHILLIPS, 1985 ;
LARSON et al., 1979; MAKI et al., 2001) alors que RONTANI et al. (1987 ; 1992, ont
montré I'existence d’interactions entre la photo-oxydation et la biodégradation pour
I'élimination des alkyl benzénes et de I'anthracéne. L'action simultanée de ces deux

phénomeénes permet une élimination plus rapide de ces deux familles de composés.

Biodégradation. La biodégradation est le processus naturel le plus important dans
la dépollution de I'environnement marin. Les microorganismes en sont responsables,
en particulier les bactéries. La biodégradation des hydrocarbures se fait dans des
milieux aérobies et anaérobies grace a des microorganismes : bactéries (DAGLEY,

1978), champignons (MIDDLEHOVEN) (1993) et microalgues (SEMPLE et al., 1999).

2.6. Impact écologique et écotoxicité

Les effets des hydrocarbures sur I'environnement sont variés et complexes. Certains
se manifestent immédiatement, d’autres aprés une période plus longue, ils affectent
a des titres divers le régne animal et végétal de la surface et a l'intérieur de la mer
(Figure 11). La toxicité aigué des HAP est rarement observable dans les milieux
aquatiques en deca de leur solubilité, car ces molécules ont principalement des
effets cancérigénes et mutagénes de long terme. Les HAP peuvent en effet
présenter une toxicité aigué méme si des concentrations relativement élevées
doivent alors étre rencontrées dans le milieu aquatique (GOURLAY, 2004).

L’exposition prolongée a des doses plus faibles de contamination peut également
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engendrer des effets chroniques irrémédiables, difficilement observables rapidement,
et surtout plus difficiles a relier aux concentrations en polluants dans le milieu. La
commission européenne a publié en 2003 dans un rapport intitulé «Systéme de
référence d’'impact », dans lequel elle conclut que les propriétés générales des

hydrocarbures déterminent leur impact écologique (Tableau 6).

Concentration des hydrocarbures Effetssur le hisotopemarin
dans 1'eau de mer
Toxique pourla plupart des
orgarcsmesmarns adultes
1000 pprm
300 ppm Lamort dela flore marnna
Lamort desmollusques gastéaropodes
E {0 ppm La momn des poissons
50 ppm La morn des mollusques bivalves
Lamort des crustacés
+ Lameort dubenthos (polychétes. )
1C pprr La dininudon d’alimentation et de 1"activite
me:aboliqne cherlez copépodes
Lamort ceslarves et juverniles
1 pom Inhibitior: de la croissance du phytoplancton
PP La diminution d’alimentation etl’accroissement de la
respiration chezlzs moules
La production des effets mortels chez plusieurs organisimes
1C0ppb. 4
La productiondas polszons ancnmaim
Affection del’alimentation et le comportament sexuel chez
les invertebres
1Cpph
1 pph Affectiondela croissance du phytoplancton
Loipm ¢

Figure 12. Description schématique de susceptibilité des organismes marins aux hydrocarbures
suivant leurs concentrations (en particulier les hydrocarbures aromatiques soluble) (O’SULLIVAN et
JACQUES, 2001 in BOCARD, 2008).

m Impact sur les communautés vivantes de la colonne d’eau. Lorsqu'une
pollution survient, les hydrocarbures s’évaporent, se dispersent et se dissolvent. Ces
deux derniers processus sont ceux qui affectent la colonne d’eau. Plus la hauteur
d'eau est faible, plus les risques qui pésent sur les communautés sont importants,

car il y a une grande concentration.
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Tableau 6. Classification des hydrocarbures en fonction des propriétés générales qui déterminent
leurs impacts écologiques (CEE, 2003).

Type Volatilité | Solubilité Dispersion Viscosité Nocivité
d’hydrocarbure dans I’eau | naturelle biologique
Léger volatil Elevée Elevée Bonne dispersion Nulle Hautement
toxique
Moyen a lourd Jusqu'a Moyenne Seulement de Légére a Toxicité
50% quelques moyenne variable
COmposes
Lourd > 50% Faible Faible dispersion Tres Etouffement,
visqueuse encrassement
Résiduaire Nulle Trés faible | Nulle Tres Etouffement,
visqueuse faible toxicité
a solide

m Impact sur le phytoplancton. Les nappes d’hydrocarbures commencent par
réduire la photosynthése et donc la croissance. Par contre, en faible quantité et selon
certains types d’hydrocarbures, I'effet peut étre stimulant (HsiaA0, 1978 in FATTAL,
2008). Les premiers effets d’'un déversement par hydrocarbures sont le piégeage et
'engluement des organismes situés dans les premiers centimetres d’'eau par les
nappes. Les organismes concernés par cet impact sont les ceufs, les larves de
poisson et le plancton temporaire (PETERSON et al., 2003 in FATTAL, 2008).
L’engluement et la toxicité provoquent des mortalités qui dépendent de la sensibilité
des espéces et de leur stade de développement. Les organismes pélagiques adultes
ne sont que peu touchés par la pollution (LEJEUNE, 2005 in FATTAL, 2008).

m Impacts sur les bactéries. Certaines espéces peuvent proliférer a la faveur
d’autres, inhibées par la présence des hydrocarbures. Celles qui se développent sont
les bactéries qui puisent dans les hydrocarbures le carbone et I'énergie. Certaines
bactéries comme Flavobacterium ou Vibrio alginoluticus ont des capacités de

dégradation du polluant (BUCKLEY, 1980, in FATTAL, 2008).

m Impacts sur le zooplancton. L’'impact sur la communauté zoo planctonique est
moins évident, car il est difficile de distinguer des phénoménes anormaux d’une
variabilité naturelle qui est liée aux conditions écologiques comme le brassage ou la
saisonnalité. Toutefois, comme ces organismes sont dépourvus de systémes

enzymatiques (hydrolases), 'accumulation des HAP est plus prononcée

Par exemple, un an aprés la catastrophe de 'Amaco Cadiz et malgré le fort taux de
renouvellement du zooplancton, celui-ci a continué a connaitre des perturbations
dans les zones cétiéres (CEDRE, 2000 in FATTAL, 2008).
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m Impact sur le milieu benthique

— Sur le phytobenthos. Les algues benthiques ont une faible sensibilité aux
hydrocarbures. Les effets a court terme, spectaculaire, se traduisent par I'engluage
ou la brdlure des tissus dans le cas d’'un contact direct avec le pétrole. Les effets a
long terme sont peu importants. En général, une bonne restauration des champs
d’algues est constatée quelque temps aprés la disparition de la perturbation
(BODENNEC et al., 1983 in SELLALI, 1996).

— Sur le zoobenthos. Cet écosysteme est le plus fragile. Le pétrole peut détruire
rapidement les organismes benthiques par immobilisation, asphyxie, intoxication et
narcose. Les especes sessiles sont les plus sensibles que les espéces douées d’'une
relative mobilité. En raison de piégeage des hydrocarbures dans les sédiments, les
mortalités sont plus fortes pour la macrofaune des substrats meubles que pour celle
des milieux rocheux. A plus long terme, les mortalités sont probables mais difficiles a
évaluer. Toutefois une pollution des peuplements macrobenthiques, due a I'inégale
vulnérabilité spécifique, se traduit par l'apparition d’espéces opportunistes et

indicatrices de pollution (BODENNEC et al., 1983 in SELLALI, 1996).

2.7. Surveillance de la contamination par les HAP dans les organismes

Les principaux organismes étudiés semblent étre les végétaux terrestres et les
moules Mytilus galloprovincialis (L) Lamarck et Mytilus edulis Linnae (BAUMARD et al.,
1999a et b ; WETZEL & VAN VLEET, 2004; BIHARI et al., 2007).

En zone forestiere, la canopée joue le réle d’un filtre en retenant les particules et les
HAP qui y sont liés, ce qui influence les teneurs des feuilles situées en dessous
(HowsamMm et al., 2000). Alors qu’en milieu marin, les moules placées dans la zone
d’interface accumulent principalement des HAP de bas poids moléculaires a l'inverse
de celles prés du sédiments (BAUMARD et al., 1999a).

Les études ont démontré que les teneurs en HAP mesurées dans les organismes
dépendaient principalement de la distance a une source de contamination. Ainsi pour
les végeétaux terrestres, les sites de contrdle présentent des concentrations moins
élevées que les sites urbains, ou ceux proches d’usines ou de routes (WAGROWSKI &
HITES, 1997; Lobovicl et al., 1998 ; BAKKER et al., 2000; HowsAM et al., 2000 ; ALFANI
et al., 2001; De NicoLA et al., 2005). Plus précisément, les sites de contrbéle sont

dominés principalement par les HAP de faible poids moléculaires et les sites urbains
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par ceux de poids moléculaires élevés (WAGROwsKI & HITES, 1997 ; LoDovicl et al.,
1998; MEHARG et al., 1998; BAKKER et al., 2000 ; HowsAM et al., 2000; ALFANI et al.,
2001; De NicoLA et al., 2005). De méme, en milieu marin, les teneurs en HAP dans
les moules sont plus importantes dans les zones urbanisées ou a proximité des ports
que dans les milieux protégés (BAUMARD et al.,, 1998a ; BAUMARD et al., 1999a ;
STELLA et al., 2002). Cette variabilité de répartition des HAP en fonction de leur poids
moléculaire est utilisée avec des ratios pour déterminer les sources de

contamination.

2.8. Réglementation existante et valeurs cibles

En Europe, les seuils de concentrations en HAP dans I'eau potable sont de 100 ng/l
pour la somme de tous les HAP, et de 10 ng/l pour le benzo(a)pyréne (BaP).
L’Organisation Mondiale pour la Santé définit les limites pour I'eau potable a 5 ugl/l
pour le fluoranthéne et 0,7 ug/l pour le BaP. En Algérie, la loi n°83-17 du 16 juillet
1983 relative a la protection de I'environnement (portant sur le code des eaux) pose
le principe que 'eau doit étre protégée contre la pollution et la surexploitation. La loi
n°2003-10 du 19 juillet 2003 relative a la protection de I'environnement dans le cadre
du développement durable (Journal officiel n°43 du 20 juillet 2003- Chapitre 3-
Sections 1 et 2) énonce les prescriptions de protection de I'eau et des milieux
aquatiques.

Le Tableau 7 présente les teneurs d’hydrocarbures disponibles se rapportant aux

rejets et a la qualité des eaux conformément aux normes algériennes.

Tableau 7. Normes algériennes se rapportant aux concentrations seuil des hydrocarbures pouvant
étre contenues dans les rejets et les eaux de consommation.

Cible Compartiment Hydrocarbure Valeur cible Réglementation

Effluents liquides Hydrocarbures o
industriels totaux I meh ()
- a Hydrocarbures . Décret n°06-141

...3' Raffinage du pétrole tolaux 5 g/t (10) du 19-04-2006
- .
€ | Cokéfaction HAP 0,08 mg/l (0,1)* An(ns;‘:fj‘; 7

Industrie mécanique Hydrt(o)?:l:k))(ures 15 mgl/l (20)
o 1 pg/l eaux superficielles Décret n°11-222
§ Eau potable HAP du 19-06-2011
(¢} 0,2 ug/l eaux souterraines (Annexe)

*() : tolérance aux valeurs limites / anciennes installations
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3. Matériel et méthodes

Dans le but d’évaluer dans quelle mesure Posidonia oceanica pourrait constituer un
bioindicateur de la pollution organique, 15 (sur les 16) hydrocarbures aromatiques
polycycliques recommandés par 'US EPA ont été dosés au niveau de six

compartiments de la partie épigée de la plante (faisceau foliaire).

3.1. Description des stations

Pour la réalisation de ce travail, deux stations soumises a des niveaux de pressions
anthropiques différents ont été choisies : une station située a proximité d’'une zone
portuaire dans la baie de Bou Ismail (Ouest) et une autre en centre urbain dans la
baie de Zemmouri (Est) (Figure 13). Les deux baies constituent les extrémités de la
zone cotiére algéroise (PAC, 2005). Les stations choisies sont localisées de fagon
trés précise et les coordonnées sont exprimées en degrés décimaux sous le systeme

de référence géodésique WGS84.

3.1.1. Baie de Zemmouri

La baie de Zemmouri, située a 25 km a I'Est d’Alger, est soumise au transfert de
polluants par le jeu des courants a dominance Est et Nord-Est a partir de la baie
d’Alger (PAC, 2005). Elle est également soumise aux pollutions liées a I'explosion
démographique, I'urbanisation anarchique, en particulier au niveau de son littoral,
ainsi qu’aux activités industrielles (zone industrielle importante de Rouiba-Réghaia)

et touristiques.

m Station lle Aguelli (AG) (¢ : 36°47'38.16"N / A : 3°21'7.91"E). Cette station est
située a 900 m de la cbéte face a 'embouchure du lac Réghaia, classée réserve
naturelle protégée (PAC, 2005). Le site est menacé par la pollution urbaine (rejets
d’eaux usées sans traitement préalable), industrielle (polluants chimiques hautement
toxiques), agricole et I'extraction illégale du sable de plage (PAC, 2005). L’herbier est
implanté sur roche recouverte par du sable grossier, entrecoupé de chenaux de
sable grossier marqué par des ripple-marks, témoignant du fort hydrodynamisme qui

caractérise la région.
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3.1.2. Baie de Bou Ismail

Cette baie, située a 50 km a I'Ouest d’Alger, est considérée comme l'une des plus
importantes de la cbéte algérienne. La région de Bou Ismail est une zone a vocation
touristique et agricole ; sa frange cobtiere est soumise principalement aux rejets
domestiques des villes et des complexes touristiques qui se déversent directement
dans le milieu naturel sans aucun traitement préalable dans la plupart des cas,
s’accentuant en période estivale (BACHARI, 2009). A cela s’ajoutent les rejets d’eaux
usées véhiculées par les oueds qui traversent les centres urbains et qui se déversent
en mer, drainant les eaux de ruissellement des terres agricoles, des effluents urbains

et industriels; en plus de la pollution due a 'activité de la péche (LEM, 1998).

m Station de Khemisti Port (PK)) (¢ : 36°38'34.74"N / ). : 2°40'5.88"E). Cette station
est située a proximité du port de péche de Khemisti. L’herbier se développe sur
substrat dur et les rhizomes présentent un déchaussement important. La présence
de ripple-marks, d’intermattes recouvertes de litiére ainsi que de matte morte y est
notée. Une riche flore et faune y est observée : girelles, badéches, mérous, sardines,
castagnoles noires, algues vertes et rouges associées a I'herbier, ainsi que des
oursins et gorgones. Cette station est caractérisée par un fort ensablement et une

pollution organique et inorganique.

fle Agueli

Figure 13. Localisation des deux zones d’étude (Google Earth, 2015).
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3.2. Prélévements et traitement des échantillons

Les prélévements ont été effectués en scaphandre autonome durant les mois d’aolt
et septembre 2013, a une profondeur de 15 m environ selon les protocoles
standardisés (PERGENT-MARTINI, 2005). Au niveau de chaque station, 30 faisceaux
orthotropes sont collectés sur une large surface (cercle d’'une dizaine de métres de
diamétre environ). Les faisceaux prélevés sont distants d’'un métre environ les uns
des autres (PERGENT, 1987) de fagon a collecter des faisceaux indépendants. lls sont
cassés manuellement au niveau du sédiment ou a 2-3 cm en dessous et placés dans
un sac de plongée (Figure 14). lls sont transportés au laboratoire (Station de
recherche de TENSSMAL de Sidi Fredj) tout en étant maintenus au frais dans une

glaciére.

Figure 14. Récolte des faisceaux de Posidonia oceanica en scaphandre autonome.

3.2.1. Traitement phénologique des échantillons

Au laboratoire, les 30 faisceaux sont immédiatement séparés de maniére aléatoire
en 3 lots de 10. Chaque faisceau foliaire est décortiqué en respectant I'ordre distique
d’insertion des feuilles, selon le systéme de classification de GIRAUD (1977b ; 1979) :
Adulte 1 (Ad1-la feuille adulte la plus agée), Adulte 2 (Ad2), les autres feuilles
adultes (AA), les feuilles intermédiaires (FI). Les limbes des feuilles adultes 1 et 2
sont a leur tour séparés des pétioles (P1 et P2 respectivement) (Figure 15). Les

feuilles sont raclées sur leurs deux faces au moyen d’une lame de verre, afin d’en
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séparer les épiphytes. Les six compartiments obtenus sont congelés jusqu’'a leur

analyse afin d’éviter les pertes.

Extérieur Intérieur
>

Ad2

Limbes

Feuilles
Juvéniles

Rhizome

Figure 15. Dissection d’'un faisceau foliaire (d’apres PERGENT, 1987 ; modifiée).

3.3. Etude des teneurs en HAP
3.3.1. Préparation des échantillons avant analyse

Du fait de la nature complexe des matrices dans lesquelles les composés d’'intérét
sont présents, la préparation d’échantillon, la détection et lidentification des
composés a des niveaux de trace sont des aspects importants des méthodes
analytiques.

L’objectif de la préparation de I'échantillon avant analyse est d’obtenir un échantillon
représentatif dans lequel la concentration en polluant est aussi proche que celle
présente dans la matrice d’origine.

Les échantillons ainsi congelés sont lyophilisés pendant 72 h a une température de-
(-50 C° a -60 C°) et sous pression réduite (10" bar) (lyophilisateur modéle CHRIST-
Beta 1-8). La lyophilisation est une déshydratation des échantillons par sublimation
qui s’effectue par la libération de I'eau de I'’échantillon en passant de la phase solide
a la phase vapeur sans passer par la phase liquide. Ce moyen de déshydratation est
préférable a celui de I'évaporation a I'étuve qui présente un risque de perte de

certains composés volatils et une source d’altération de I'’échantillon.
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Les échantillons lyophilisés sont ensuite réduits en poudre fine a l'aide d’un mixeur
en verre afin d’éviter toute contamination. Le broyage a pour but d’homogénéiser
I'échantillon et de favoriser la mise en solution des éléments a analyser (augmenter
la surface spécifique du matériau).

Ces derniers sont remis dans des piluliers en verre et conservés sans disposition

particuliére pendant des années.

3.3.2. Extraction des échantillons et purification des extraits
m Extraction

L’extraction des échantillons a pour but de mettre en solution tout ou partie des
polluants avant analyse.

Dans ce travail, nous avons réalisé une extraction dite totale pour laquelle plusieurs
méthodes sont disponibles sans toutefois qu’il y’ait une méthode standardisée. Mais
la méthode de référence est I'extraction au Soxhlet indiquée dans I'extraction des
HAP.

Les extractions de matrice solide par Soxhlet a pour principe le partage des
composés entre la phase liquide et la matrice solide qui se produit lorsque les
analytes passent de la matrice d’échantillon vers le solvant judicieusement choisi.
L’extraction de type Soxhlet permet le traitement de solides de toute taille avec des
solvants en phase liquide. La matrice solide est introduite dans une cartouche de
cellulose fixée sur un réservoir de solvant qui est surmonté d’un réfrigérant. Le
solvant chauffé est vaporisé puis condensé au niveau du réservoir et reste en
contact avec le solide. Quand le volume du solvant condensé dans le réservoir atteint
un certain niveau, le solvant repart dans le chauffe-ballon par un phénoméne de
siphon pour étre a nouveau décondensé tout en entrainant les composés d’intérét
dans le ballon ou ils seront finalement concentrés aprés plusieurs cycles d’extraction
(Figure 16). Cette méthode permet d’obtenir des rendements satisfaisants pour de
nombreux composes.

Le solvant utilisé dans cette étude est un mélange a 80% d’heptane (pour analyse-
Fluka) et 20% d’acétone (Supra Pur, Sigma-Aldrich) (LABBE, 2009 ; PERGENT et al.,

2011). L’extraction se fait en de 6 cycles en une durée de temps de 8h.
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Rt‘-frigirant : condensation du solvant

ﬂ Soxhlet
g_. - Echantillon solide +
: cartouche d’extraction

Récupération de I'extrait +

/" solvant

—
u Chauffage : évaporation du solvant

Figure 16. Systéme d’extraction par Soxhlet.

L’évaporation du solvant utilisé lors de I'extraction est réalisée dans un évaporateur
rotatif (Rotavapor, Laborato 4000 — Efficient H eidolph) Figure 17). Cet appareil est
utilisé afin de distiller rapidement des solvants, dans le but de concentrer
partiellement une solution ou pour concentrer a sec (tout le solvant est enlevé) une
solution ou une suspension. Le principe de cet appareil est basé sur la distillation
sous vide (partielle). La solution est mise en rotation pour éviter des bulles
d'ébullition trop grosses ou mousseuses, puis la pression est diminuée grace a une
trompe a eau. La solution est chauffée pour accélérer I'évaporation puis la
température est maintenue a 40°C sous une pression : 1,5 bar (la température du
bain-marie ne doit pas dépasser 69°C qui est la température d’ébullition de
'heptane). L'extrait est ainsi réduit a 10 ml, puis concentré sous jet d’azote (N3)

jusqu’a un volume de 2 ml.
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o o e e e B R e

Figure 17. Evaporateur rotatif.
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. Bouton pour le réglage de la vitesse de rotation du ballon
. Réfrigérant

. Entrée et sortie d'eau du réfrigérant

. Connexion a la trompe a eau : notice trompe a eau

. Ballon récepteur du solvant extrait
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m Purification

L’étape de purification permet d’éliminer une partie des composés extraits pouvant
représenter une source potentielle de bruit de fond lors de I'analyse. La méthode
couramment utilisée pour les HAP est la purification sur colonne ouverte.

L’extraction liquide-solide est basée sur la distribution des composés entre la phase
liquide représentative de I'échantillon et la phase solide qui est un adsorbant. Elle
s’apparente a un processus chromatographique dans lequel 'adsorbant joue le rdle
de phase stationnaire et I'échantillon percolé constitue la phase mobile.

En effet, si le soluté présente une forte affinité vis-a-vis de I'adsorbant, alors il y
restera totalement fixé au cours de la percolation de I'échantillon. La matrice de

'échantillon peut alors étre éliminée en partie ou totalement grace a une étape de
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lavage. Les composés d’intérét sont ensuite élués par un solvant de grande force
éluante.

Avant de procéder a la purification , I'activation du gel de silice et de I'alumine a été
opérée pendant 8h a 120°C puis désactivée partiellement par I'addition de 3% de

poids d’eau bidistillée.

Nous avons réalisé la purification des extraits selon la procédure suivante :

Une burette (colonne) de 50 ml de contenance, de 0,1 ml de diamétre interne et
munie d’un robinet en téflon est remplie selon la méthode humide, successivement
par :

- de la laine de verre afin de retenir les deux adsorbants (gels de silice et alumine)
- 4 ml d’heptane sont utilisés pour le conditionnement de la burette.

Premiére purification au gel de silice :

- 5 g de gel de silice mélangé dans I'heptane sont mis dans la colonne. Aprés
décantation, I'heptane est récupéré sans laisser la colonne sécher.

- élution de I'échantillon avec 10 ml d’heptane.

Une pincée de sulfate de sodium anhydre est ajoutée afin d’éliminer les traces d’eau.

- 'éluant récupéré est réduit a 2 ml.

Purification avec I’alumine

- 10 g d’alumine mélangé dans I'heptane sont mis dans la colonne.

- la colonne est rincée avec 4 ml d’heptane et 4 ml d'un mélange heptane-
dichlorométhane dans les proportions 20/80 (Figure 18).

L’échantillon est élué avec 8 ml du mélange (heptane- dichlorométhane) puis repris

avec 1 ml d’acétonitrile.
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1- Conditio nnement 2- Percolationde 3 Lavage 4- Elution
I'échantillon
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Figure 18. Principe de I'extraction sur colonne ouverte.

3.3.3. Analyse des échantillons

Afin d’identifier et de quantifier les composés en HAP dans notre matrice végétale,
'analyse des échantillons a été réalisée par chromatographie liquide haute
performance couplée a un détecteur UV (HPLC-UV). En effet, en raison de sa
polyvalence et du vaste domaine de ses applications, la chromatographie liquide
haute performance est actuellement la plus utilisée de toutes les techniques de
séparation. Les dosages ont été réalisés au Laboratoire HSE (Health, Security and
Environment) de l'Institut algérien du pétrole (IAP-Boumerdés) du 15 mars 2015 au
20 mai 2015.

m Principe de I’'HPLC

Un appareil dHPLC comprend différents modules : un réservoir a solvant contenant
la phase mobile, un systéeme de pompage permettant d’effectuer des élutions
graduées, un injecteur, une colonne, un détecteur et un systéme d’acquisition de
données (Figure 19).

En HPLC, la séparation des composés se fait par des interactions avec la phase
stationnaire et avec la phase mobile. Ces interactions sont primordiales. Une bonne
séparation d’'un mélange dépendra donc d'une bonne adéquation soluté-phase
stationnaire-phase mobile.
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L’échantillon a doser est injecté dans une colonne de fine granulométrie (phase
stationnaire) puis il est poussé dans la colonne a I'aide d’'un mélange de solvants
(phase mobile). Les différents constituants du mélange sont inégalement retenus par
la colonne en raison de différences d’affinité avec la phase solide. Il en résulte que
les constituants du mélange injecté se déplacent tous moins vite que la phase mobile
et avec les vitesses de déplacement différentes ; ils sont ainsi élués de la colonne les
uns aprés les autres et donc séparés. Le détecteur placé en sortie de colonne

permet d’obtenir un chromatogramme.

Réservoirs de Solvants A B c D
| o o o
Filtre \ /
Deégazeur
=
Unité de gradient (- -F:s "
P - -
Pompe .. ‘4"--_
. .
Mixzeur e Contrdleur
Boucle d'njection ¢y - ,—"'- g
Colonne de garde 4 g
Ordinateur

Colonne analytique

e g

Détcctour

Sortie Effluent

—  Chemvemnmend de la Phase mwolnile
mmemm==  Controle du systéme

e Agquisition et Traitement des donnees

Figure 19. Diagramme du systéme HPLC utilisé.

m Conditions chromatographiques

— Méthode
Chromatographie liquide phase inverse (RP-HPLC), type Waters 2695 XE
Separator Module
Détection UV : Waters 2487
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— Colonne RP-HPLC :
Silice greffé : C18.
Longueur : 25 cm.
Diamétre interne : 4,5 mm.
Diameétre des particules : 5 ym.
— Longueur d’onde : 254 nm
— Quantité injectée : 10 pl

—Eluant : eau—acétonitrile, en mode gradient.

m Préparation des solutions étalons

Afin, d’'identifier les composés de HAP dans nos échantillons nous avons procédé a
la préparation d’un étalon mix (mélange) composé des 15 étalons de HAP dont les
concentrations sont celles données par 'AEA-MEL/MESL (2001). (Annexe 1).

La dilution est faite dans une solution d’acétonitrile pure pour analyse.

Tableau 8. Concentrations des 15 HAP pour la préparation du mix.

Ordre d’élution Composés Concentrations
1 Naphtaléne 31.61 ng /ul
2 Acénaphténe 24.52 ng /ul
3 Acénaphtyléne 34.05 ng /ul
4 Phénanthréne 36.67 ng /ul
5 Anthracéne 33.34 ng /ul
6 Fluoranthéne 20.86 ng /ul
7 Pyréne 30.35 ng /ul
8 Chryséne 28.04 ng /ul
9 Fluoréne 38 ng /ul
10 Benzo (a) Anthracéne 100 pl
11 Dibenzo (a.h) Anthracéne 100 pl
12 Benzo (k) Fluoranthéne 36.6 ng /ul
13 Benzo (b) Fluoranthéne 28 ng /ul
14 Benzo (g.h.i) Péryléne 100 pl
15 Benzo (a) Pyréne 22 ng /pl

*: Les étalons en poudre sont exprimés en ng/ jl et les solutions en pl.
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m Optimisation de la méthode

L’optimisation de la méthode consiste a faire varier trois paramétres au niveau de
l'appareillage : la température, le flux (ml/min) et le pourcentage du mélange
(acétonitrile et eau). Cette étape est longue et plusieurs essais sont nécessaires,
mais néanmoins indispensable pour une bonne séparation des pics obtenus. Les
conditions optimales obtenues pour ces paramétres sont présentées dans le
Tableau 9.

Tableau 9 : Conditions opératoires du chromatographe HPLC-UV.

Colonne C18 T°=30°C

Gradient binaire Solvant A : eau 15%
Solvant B : acétonitrile 85%

Débit 0,5 ml / minute

* : la température de la salle de travail est maintenue a 26°C.

3.4. Dosage des lipides totaux

En raison de la forte solubilité des hydrocarbures aromatiques polycycliques dans les
lipides, nous avons essayé de rechercher une corrélation entre les teneurs en lipides
totaux et les HAP ciblés.

Les analyses ont été effectuées dans les laboratoires de TENSSMAL (Dély Ibrahim)
et ont porté sur les tous les compartiments de Posidonia oceanica des deux sites pris

en compte dans 'analyse des HAP.

3.4.1. Principe de la méthode utilisée

Les lipides sont insolubles dans I'eau et trés solubles dans les solvants organiques,
tel I'éther éthylique. La plupart des méthodes de dosage des lipides exploitent ces
propriétés physiques pour extraire les lipides dans le but de mesurer leur
concentration. Dans ce travail, I'extraction des lipides totaux est réalisée par

I'appareil Soxhlet, selon la méthode de SALGHI (2004) modifiee par Aissou (2008).
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m Extraction

L’extraction est réalisée a I'aide d’'un extracteur Soxhlet. 0,5 g de poudre est introduit
dans une cartouche en cellulose (28 mm x100 mm). L’extraction se fait comme suit :
- 160 ml d’éther-éthylique sont versées dans chaque matras puis refermés et mis a
chauffer.

- Dans un premier temps, la température de la plaque chauffante est réglée a 100°C.
Dés ébullition du solvant, la température est réduite a 60°C de sorte a maintenir une
ébullition stable du solvant.

- Pour I'épuisement complet du solide, une durée de temps de 2h30 est suffisante
pour une extraction compléte des lipides. Par la suite, le systéme est arrété et les

ballons sont laissés a refroidir.

m Concentration des extraits

- Environ 120 ml de I'extrait récupéré est concentré a sec avec I'évaporateur rotatif
««BuchiRotavapor R.210» (Température : 40°C, Pression : 1,5 bars une vitesse de
rotation de 6 a 7 tours/mn).

- Les ballons sont séchés en étuve a 37°C, puis laissés refroidir dans un
dessiccateur et pesés. Soit P ce poids.

Le calcul de la teneur en lipides se fait par la formule suivante :

% en lipides = % * 100

M : quantité des lipides (P-P0) en g.
P : poids du ballon rempli de lipides en g.
PO : poids de ballon vide en g.

m : poids de I'’échantillon en g.
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4. Résultats et discussion
4.1. Résultats du dosage des HAP

Sur les 16 HAP recommandés par I'US EPA, seuls 15 ont été dosés

('indénol1,2,3]pyréne n’a pas été analysé faute d’étalon standard au laboratoire).

L’analyse par HPLC-UV a porté sur les 15 étalons pris d’abord individuellement
(Annexe 11-1 et 2) afin de pouvoir par la suite les identifier aprés analyse du mélange

en fonction du temps de rétention des pics obtenus sur les chromatogrammes.

L’injection du mélange préparé a partir des 15 HAP a été testée a plusieurs reprises
afin d’essayer d'obtenir des pics d’absorbance les plus clairs possibles
(Annexe 1I-1). Bien que les chromatogrammes obtenus n’étaient pas satisfaisants,

nous avons pris comme graphique de référence pour ce travail les pics indiqués dans

la Figure 21.
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Figure 21. Chromatogramme obtenu par injection de I'étalon mix.

Ce chromatogramme n’a révélé que 9 HAP (le premier se confond avec la ligne de
base, donc ne peut étre pris en compte) qui seront identifiés par leurs temps de
rétention grace au dosage des HAP individuellement. Par ailleurs, les pics
d’absorbance ne sont pas bien séparés, ce qui rend impossible le calcul des aires
d’absorbance. Ces éléments nous aménent a ne réaliser qu'une étude qualitative de
nos échantillons. Les figures 22 et 23 et les tableaux 10 et 11 résument les résultats

des dosages effectués sur P. oceanica dans les deux stations d’étude.
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47



Partie Il. Etude expérimentale

Chapitre 4. Résultats et discussion

Tableau 10. Comparaison entre les temps de rétention (TR) des pics obtenus par I'étalon mix et les

échantillons de I'lle Aguelli (AG) (L 1:lot 1, L2 :lot 2, L3 : lot 3, P : présent).

Ad1

L1

L2

L3

L1

L2

L3

L1

L2

L3

L1

L2

L3

L1

L2

L3

L1

L2

L3
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Tableau 11. Comparaison entre les temps de rétention (TR) des pics obtenus par I'étalon mix et les
échantillons du Port de Khemisti (PK) (L1 :lot 1, L2 :lot 2, L3 : lot 3, P : présent).

Ad1

L1 P P P - - - P _ _

L2 P P P P P - P _ _

L3 P P P - - - p _ _
Ad2

L1 P P P P _ P - - _

L2 P P P P | - P - - -

L3 p p p p - P P - -
AA

L1 P P P - - - P - -

L2 P P P P - - P - -

L3 p p p _ - P P - -

FI

L1 P P P - - _ P _ _

L2 P P P - - _ P _ _

L3 p p p p P P _ P P
P1

L1 P - - - - _ P _ -

L2 P P P P - B P _ _

L3 p - - - - - P _ -
P2

L1 P P o P - _ P - -

L2 P p o P - _ P - -

L3 P P P - - _ P - -
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Synthése des observations et discussion

Les 9 HAP détectés au niveau du meélange sont: acénaphtylene ; naphtaléne ;
fluoranthéne ; pyréne ; Benzo[k]Fluoranthéne ; benzo[ghi]péryléne ;
Benzo[b]Fluoranthéne ; phénanthréne et le dibenzo[ah]anthracéne. Une meilleure
optimisation de la méthode, qui aurait nécessité plus de temps, aurait permis de

détecter le reste des HAP.

Les résultats récapitulés dans les tableaux 10 et 11 montrent une non-homogénéité
entre les trois lots pour certains échantillons. Ces lots peuvent avoir été altérés
(pertes ou contaminations) lors de leur manipulation. Les différences observées entre
les trois lots pourraient également refléter la variabilité qui existe d’un individu a
I'autre (Pergent, 1987

Les HAP ont pu étre détectés dans toutes les parties du faisceau foliaire. Ce résultat
est conforté par I'étude de PERGENT et al. (2011) qui souligne la capacité de
Posidonia oceanica a bioaccumuler les HAP au méme titre que les métaux traces.
L’absorption des HAP par la partie épigée (feuilles et pétioles) suggére que la

contamination se fait a partir de la colonne d’eau.

Trois HAP (acénaphtyléne, naphtalene et Benzo[k]Fluoranthéne) sont détectés dans

les tous les compartiments des deux stations.

Le naphtalene et I'acénaphtyléne ont une origine anthropique (pyrolytique). Leur
détection pourrait s’expliquer dans les deux stations au vu des activités industrielles
qui caractérisent les deux zones, notamment de teinture, tannage et autres. Ces
deux HAP font partie des composés a faible poids moléculaire (LMW). Les HAP de
faible poids moléculaire (ceux ayant 2 a 3 cycles) peuvent plus facilement pénétrer
dans les feuilles que ceux de plus haut poids moléculaire. Toutefois, ces HAP
peuvent étre adsorbés a l'intérieur de la plante, mais ne semblent pas s’y accumuler
de fagon trés importante ((FISMES et al., 2002) ; CCME, 2008).

En ce qui concerne le naphtaléne, il semble que la source de contamination soit
persistante dans la mesure ou il a été détecté dans les deux stations, alors qu’il
présente une durée de vie trés courte (demi-vie = 16 a 48 jours) et une capacité de

bioaccumulation la plus petite (log Kow = 3.3).
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En revanche, le pyréne est détecté majoritairement au Port de Khemisti. Ce composé
a également une origine anthropique (pyrolytique et pétrogénique), ce qui pourrait

bien refléter I'état de contamination de cette station.

Le fluoranthéne semble étre beaucoup plus présent a la station de I'lle Aguelli. Ce
composé peut avoir une origine naturelle qui proviendrait d’incendies
('échantillonnage ayant été réalisé en été), ou une origine anthropique suite a
l'utilisation de compost et de fertilisants utilisés en agriculture, vocation qui
caractérise la zone étudiée. Par ailleurs, ce composé est détecté au niveau de tous
les compartiments de Posidonia oceanica, a I'exception des limbes des feuilles
adultes de rang 1. En effet, ces feuilles sont les plus agées et sont situées a la
périphérie du faisceau, donc les plus exposées a la lumiére. Une photodégradabilité

du composé pourrait étre suggérée.

La méme observation est faite pour le phénanthrene a I'lle Aguelli. Notons que ce
composé a faible poids moléculaire n'‘est pas détecté au niveau des feuilles
intermédiaires ni dans les pétioles et qu’il présente la durée de vie la plus courte

(demi-vie = 16 a 20 jours).

Parmi les composés a poids moléculaire élevé (HMW), seul benzo[ghi]péryléne a été
retrouvé dans les limbes des feuilles adultes de rang 2 du Port de Khemsiti, et ce,
dans les trois lots. Ce composé a une origine naturelle (incendies) ou anthropiques,
notamment pétrogénique due aux effluents industriels et aux boues d’épuration. En
effet, une station d’épuration est installée dans la région. Sa disparition au niveau
des limbes des feuilles adultes pourrait aussi s’expliquer par une éventuelle

photodégradabilité.

Globalement, a I'exception de I'indéno[1,2,3,cd]pyréne (non étudié dans ce travail)
qui a la demi-durée de vie la plus longue, les autres HAP sont caractérisés par des

durées de vie pas trés longues, ce qui rend leur suivi difficile.

Par ailleurs, le fait de ne pas pouvoir disposer des concentrations des HAP ne

permet pas d’établir des niveaux d’accumulation.

De plus et d’aprés la littérature, certains HAP seraient beaucoup plus a méme d’étre
décelés par d’autres méthodes (HPLC-FL, NIOSH, 1998), ce qui rend la détection,
particulierement pour les molécules lourdes, et la comparaison (entre les méthodes)
difficiles.
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4.2. Teneurs en composés lipidiques chez Posidonia oceanica

Les mesures réalisées sur les lipides totaux sont condensées sous la forme de

quelques parameétres (moyenne, écart-type) représentés dans les Figures 24 et 25.
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Figure 24. Pourcentage moyen des lipides totaux en fonction de la nature du tissu
de Posidonia oceanica de I'lle Aguelli.
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Figure 25. Pourcentage moyen des lipides totaux en fonction de la nature du tissu
de Posidonia oceanica du Port de Khemisti.
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Les composés lipides ont été retrouvés dans tous les compartiments étudiés du
faisceau foliaire. Toutefois, les teneurs difféerent entre les stations et une variabilité

tissulaire est observée.

Au niveau de la station de I'lle Aguelli, les taux moyens les plus élevés sont mesurés
au niveau des feuilles adultes (4,47 £+ 0,30), puis des feuilles intermédiaires
(3,30 £ 1,62) et enfin les pétioles de Posidonia oceanica (4,04 +0,43). Tandis qu’au
Port de Khemisti les pétioles présentent les teneurs les plus élevées (4,05 + 0,68)
suivies des feuilles intermédiaires (3,67 + 1,01) puis des feuilles adultes
(2,12 £ 1,26).

Cette accumulation préférentielle des lipides totaux enregistrée a lle Aguelli peut étre
mise en relation avec une plus grande vitalité de la plante. En effet, PIRC (1985)
remarque que c’est durant la période estivale que la plante dispose de plus d’énergie
(e.g température des eaux plus élevées, durée de la photopériode plus longue et
intensité lumineuse plus forte) pour constituer et accumuler des réserves, qui seront

utilisées durant I'hiver.

Nos résultats sont comparables a ceux de Gobert et al. (1995) qui fournissent une
valeur moyenne (annuelle) de 3% pour les bases (les bases de toutes les feuilles

adultes).

Par ailleurs, aucune corrélation ne peut étre mise en évidence entre les teneurs en
lipides totaux et les HAP identifiés, dans la mesure ou nous ne disposons pas des

concentrations.
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Conclusion

Conclusion

L’enjeu majeur auquel nous avons a faire face aujourd’hui est la protection et la

préservation de I'environnement marin face a la pollution anthropique.

C’est dans ce cadre que s’inscrit cette étude devant aboutir a définir les niveaux de
contamination par les hydrocarbures aromatiques polycyclique de la Magnoliophyte

marine endémique de la Méditerranée Posidonia oceanica (L.) Delile.

Le travaill a été réalisé dans deux stations présentant des conditions
environnementales différentes : une station dans la baie de Zemmouri (site
sensible) : lle Aguelli, et une station dans la baie de Bou Ismail (site soumis

anthropisé) : Port de Khemisti.

15 HAP (sur les 16) habituellement contrélés (US EPA) ont été analysés grace a la
technique de chromatographie liquide haute performance (HPLC) couplé a un
détecteur UV.

Les résultats obtenus n'ont pu révéler que 9 HAP. Ce résultat montre la complexité
de doser les HAP sur une matrice végétale aquatique (GRACIA et al., 1992).. En effet,
les caractéristiques des HAP, notamment leur volatilité (pour les plus légers), leur
photodégradabilité, leurs faibles concentrations, leurs biodégradabilité font qu’ils sont
difficiles a détecter. De plus, il semblerait que 'HPLC-UV a elle seule ne permet pas
la détection de tous les HAP, du moins sans l'optimisation de la méthode. D’autres
techniques, telles la GC-MS et a un moindre degré la 'HPLC-FL, pourraient donner

de meilleurs résultats, notamment pour la premiére technique citée.

Toutefois et malgré le caractére préliminaire de cette étude, quelques tendances ont

été relevées.

Les HAP, tout comme les éléments traces métalliques (ETM), composés

inorganiques, se bioaccumulent dans les feuilles de Posidonia oceanica.

Les composés organiques identifiés dans les deux stations d’étude ont une origine

anthropique. Le Pyréne a été détecté seulement dans la station anthropisée.
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Conclusion

Enfin, cette étude aurait été fructueuse si les concentrations en HAP avaient pu étre
obtenues afin d’avoir des niveaux de base pour ces polluants pour le Sud de la
Méditerranée. Cela nous aurait également permis d’établir des corrélations avec les

teneurs en lipides.

Ce travail mérité d’étre suivi, a condition de prendre en ligne de compte les éléments

suivants :

- L’optimisation de la méthode reste une étape cruciale dans le dosage par
HPLC-UV, dans la mesure ou elle permet d’obtenir des pics bien séparés ainsi
que des aires bien délimitées.

- Augmenter le nombre de réplicats a 5, comme cela se fait dans certaines
etudes afin d’avoir une meilleure reproductibilité.

- Réaliser des comparaisons avec d’autres méthodes d’analyse (HPLC a
fluorescence, GC-MS).

- Les HAP étant photodégradables, leur manipulation devrait se faire dans des
conditions strictes, en particulier pour les manipulations qui demandent
beaucoup de temps, telle I'extraction.

- Pour ce qui est des lipides, il serait plus judicieux de travailler directement sur

les phospholipides.
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ANNEXE I. Procédure de nettoyage et d’extraction des HAP

I.1 : Lavage de matériel utilisé pour I’analyse des hydrocarbures

La verrerie utilisée lors de I’analyse et du traitement doit étre en verre borosilicaté. Dans le but
d’éviter tout risque et source de contaminations, le matériel utilisé doit étre lavé et conditionné
(UNEP, CIO, IAEA, 1997). Les étapes de nettoyage sont résumées comme suit

Lavage aux détergents

|
Ringcage a I'eau de robinet

|]

v
Ringage a 'eau bidistillée

|

/
Ringcage avec 'acétone

|

[ 4

Ringage avec I'hexane

1:

Mettre a I'étuve a 300°C
Pendant 24H

|
|
Couvrir avec du papier aluminium

préalablement rincé avec I'hexane ou met a
I'étuve a 300°C pendant 24H

Figure 1: Etapes suivies pour le lavage de matériel utilisé pour
P’extraction des Hydrocarbures.




ANNEXE I. Procédure de nettoyage et d’extraction des HAP

1.2 : Procédure d’extraction et d’analyse des Hydrocarbures

Echantillonnage

\1

Congélation a — 18°C

)

{
Lyophilisation a — 55°C 10-1 atm pendant 72h

\]

Broyage

i
/

Extraction soxhlet (mélange binaire Heptane /acétone 80/20)
pendant 8h

)

4

Concentration a 30ml (évaporateur rotatif)

Iy

L Concentration a 10 ml (jet d’azote)

I I

Fraction 1 aliphatique ,—l Fraction 2 aromatique 30ml hexane/dichlorométhane

20ml d’hexane 90/10 v/v 20ml hexane/dichlorométhane 70/30 v/v

L

Purification et fractionnement sur colonne ouverte gel de silice/alumine (5g + 10g)

Concentration sous jet d’azote jusqu'a 2ml et reprise de ’extrait avec 1ml d’acétonitrile puis analyse
par chromatographie en phase liquide détecteur UV (waters 2695- 2487)

Figure 2 : Procédure d’extraction des hydrocarbures des feuilles et
des pétioles de Posidonie oceanica




Annexe Il. Présentation des chromatogrammes des standards

I.1. Chromatogrammes des standards mix

— — e T T e e ;
12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
Minutes

10.00

8.00

8 T
Bal T
X 3 '8 x 5 -8 X 9
s § = | 3§ B s g
: 2 | z & o &
T ] 6166 -zieed(| o T 3 T 3
" R
. o
-8
cege-1ivead( | [ o
L8 ¥0Z'0L - 043Eed K
| @ w
2 b |
8
o~ 0L9'8 - 6%eod
905'9 - 04¥ead [ o
g 8 9 [o @
<3 :
165G - 6¥8Od i = A
. ] L
- mm .
VYIS 1@ -8 L00°0} - ZLYESd
. 165°S - L3ead 2
-8 : LIS’ - Lidead
¥8L°¢ - §Yeed i 986 ¥ - 9%ead A
I
2Lzs - pead L ta s .
o _.3. | <
[ ‘¢ - £)ee _
97 -2¥eed| s mm%mmm,wrn_n_m d! T
£c0Z - 1yead(, [8 o
e sov'Z - Leed (] [ LS oy
I -8
L. (4]
L | :
_ s T _ _ g
: m m m g m : 2 % & 3 3 3 3 3 3 2 3 i S 2 8
nv o~ o~ o S & p & o =
’ ny

ny



Annexe 2.2 .Présentation des chromatogrammes des étalons HAP

Chromatogrammes des standards individualisés
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Annexe (Suite)

2007 —_— f
e Benzo[a]anthracene = Chryséne :
120
1.40- 1e0] E
1.20- o E
a .00 3
o8] .80
o8 o]
0.4
020
020
.n'!; 1m | 1m0 20 2R a0 3% 4@ ak __ilm 080 100 ) a0 3%
Mnutes Moy
o] o8] =
e - Benzo[k]fluoranthéne
LA 04‘!
[RL 5! : |
o 030 [E4
gor] 2 | 5l
o10] 0201 |E]
ow! | H
o.08 {
cioad o.ml l
o ] L
. 100 = AT T = D" -al.liﬁlu 500 wioo : 250 100 150 200 2% a0 | am 4"on' PE
Mnuges Minutes
200 - N
; Benzo[a]pyréne
1.
E taoj
on!
o]
s
U.ﬂ:‘f
K 100 200 200 4m 500 800 700 200 17 18.00
Mrates

800 900




	Binder15.pdf
	Binder14.pdf
	Binder13.pdf
	Binder12.pdf
	Binder11.pdf
	Binder10.pdf
	Binder9.pdf
	Binder8.pdf
	Binder7
	Binder6.pdf
	Binder4.pdf
	Binder3.pdf
	Binder2.pdf
	Binder1.pdf
	Binder5.pdf
	Binder6.pdf
	Binder5.pdf
	Binder4.pdf
	Binder3.pdf
	Binder2.pdf
	1.pdf
	Page de Garde OKOK.pdf
	Remerciements
	Résumé OKOK
	Abstract Nassima English
	الهدف في هذه الدراسة هو البحث عن  الهيدروكربونات العطرية متعددة الحلقات  في ورقة الحاضر ل Posidonia Oceanica Magnoliophyte  البحرية

	Liste des abréviations

	Liste des figures

	Page de garde Introduction

	Introduction OKOK IMP

	Page de garde chapitre1

	Généralités Part 1 OKOK IMP

	Page de garde chapitre2

	Généralités Part 2 -1 pdf

	Tableau 5

	Généralités Part 2 -2 pdf

	Page de garde chapitre3

	materiel et methodes OKOK

	Page de garde chapitre 4.pdf

	resultat et discussion OKOK

	Page de garde Conclusion

	Conclusion OKOK IMP

	Page de garde Bibliographie

	Références biblio OK

	Page de garde Annexes

	ANNEXE I Procédure nettoyage et extraction

	ANNEXE II  . Standards

