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Métabolites des HAP
Recueil & analyses

C. Champmartin, F. Jeandel, 
M. Lafontaine & P. Simon
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- Ionisation de flamme
- Photométrie de flamme
- Capture d'électron
- Spectrométrie de masse

- UV -visible
- Fluorescence
- Electrochimie
- Spectrométrie de masse

Principales techniques analytiques utilisées

Autres techniques : EC, CCM, CPS
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Traitements "classiques" des échantillons

Extractions "off-line"

Phase SolidePhase Solide--liquide (SPE)liquide (SPE)

-- ConditionnementConditionnement
-- ImprImpréégnationgnation
-- Lavage Lavage ~~ purificationpurification
-- ElutionElution
-- Evaporation Evaporation ~~ concentrationconcentration
-- ReRe--dissolutiondissolution
-- Injection Injection ~~ analyseanalyse

LiquideLiquide--liquideliquide

-- DDéécantationcantation
-- RRéécupcupéérationration
-- SSééchagechage
-- Evaporation Evaporation ~~ concentrationconcentration
-- ReRe--dissolutiondissolution
-- Injection Injection ~~ analyseanalyse

2 ou 3 x2 ou 3 x

interférents
métabolite-

Percolation Lavage Élution
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- UV -visible
- Fluorescence
- Electrochimie
- Spectrométrie de masse

Soluté
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ConcentrationConcentration

Schématisation du principe de la purification par SPE
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Traitement en ligne (Injection directe)
avec

Utilisation des propriétés des  ϕ stationnaires

SOLUTION !

Mise en œuvre chromatographie multidimensionnelle
(technique de commutation de colonnes)

⇓

Inconvénients du traitement classique et solution

- Purification imparfaite
- Manipulation, main d'œuvre

(Source de pertes & Coût)
- Temps
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Commutation de colonnes : les éléments
(schéma de montage sommaire)

Nombre  variable 

ε0 Eluant 1 <  ε0 Eluant 2 (ε0 = force éluante)
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Commutation de colonnes : les combinaisons
(Illustration des multiples possibilités)

Nombre  variable 

ε0 Eluant 1 <  ε0 Eluant 2 (ε0 = force éluante)
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Pompes

Détecteur

Colonnes

Vannes
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Four & colonnes 

Vannes 
Connections 
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SolutéSoluté

Principe du traitement "on-line" (1ière purification)
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Soluté

Principe du traitement "on-line" (2ième purification)
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Mélange initial1ière purification

Schématisation des purifications

2ième purification
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Comparaison des 2 modes de purification
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Liste des 16 HAP à rechercher prioritairement et définie par l’EPA

2 B   C 2

2 A   C 2

2 A   C 2

2 A   C 2

2 B 

2 B 2 B C 2

Application aux métabolites des HAP
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1 – OHP & Glucuroconjugué

Concentration urinaires < 100 ng/L
(personnes non exposées professionnellement)

Application n°1

Domaine de concentration ne nécessitant pas une purification draconienne

⇒ emploi d'un nombre limité de colonnes

16

12

3
4 5

6
12

3
4 5

6

D

C2inject. 
valve

P1

C1

V1 V2

P2

12
3

4 5
6V2

C3

Waste

C1 - C4
C2 - OD/CN or NO2
C3 - C18

Montages divers relatifs au 1-OHP
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3
4 5

6

1 2
3

4 5

6

D

C2inject. 
valve

P1

C1

V1 V2P2

C3

Waste

Sans nettoyage 
en "back-flush"

de C1 & C2

Avec nettoyage 
en "back-flush"

de C1 & C2
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0,5 µg/l

a)  100 µl injectés 

a’) concentration x 10   
5 µl injectés 

0,18 µg/l

b)  100 µl injectés 

b’) concentration x 10   
5 µl injectés 

27 µg/l

c)  10 µl injectés 

c’) concentration x 2, 5   
5 µl injectés 

3,4  µg/l

d)  100 µl injectés 

d’) concentration x 10   
5 µl injectés 

1-OHP : traitement des échantillons 
Comparaison commutation de colonnes / SPE "off line" 

P. Simon & al. , Journal of Chhromatography B, 1999, 732, p. 91 - 101 
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1-OHP - 510 ng/L
200 µL injectés
(fumeur)

1-OHP : exemples de chromatogrammes récents
d'échantillons de terrain

1-OHP - 80 ng/L
200 µL injectés 
(non fumeur)

Hydrolyse <1 h
V injecté variable
Traitement : C1 – 5 min, C2 – 5 min, C3 – 10 min
Temps d'analyse < 25 min
Colonnes
C1: Uptispher C4 (50 x 3,2 mm)    
C2: Nucléosil NO2 (50 x 4,5 mm) 
C3 : Uptispher PAH (150 x 3,2 mm)

Eluant C1, C2  - MeOH;H2O, 55:45 (v/v) 
Eluant C3 - MeOH;H2O, 70:30 (v/v) 
Pour E1 & E 2 Acide acétique 2‰ (Acide ascorbique 0,5 10-4 M ?)
Débit : 0,5 mL/min (avec dégazage)
Détection par  fluorescence : λ excit 275 nm, λ em 385 nm 

1-OHP - 2300 ng/L
50 µL injectés 
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3 – OHBaP &  Glucuroconjugué

Concentrations urinaires < 1 ng/L
(Comparativement au 1- OHP 
facteur 1/1000 à 1/10 000)

⇒ Quantités injectées 

Application n°2

Nb de purifications 

⇒ Colonne de purification supplémentaire
& Introduction SPE "on-line"
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Waste

3 - OHBaP:
C1 - C8 C2 - CN C3 – Phényl C4 - C18
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valve

P1

C1
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1
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6

V2

C3

Waste

1 - OHPyrène:
C1 - C4 C2 - OD/CN or NO2 C3 - C18

Evolution du montage du 1-OHP  vers  celui du 3-OHBaP
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2300 ng/l

a) dilution x 1/10      
20 µl injectés 

a’) concentration x 10    
10 µl injectés 

125 ng/l

b)  20 µl injectés 

b’) concentration x 10   
10 µl injectés 

< 1ng/l

c)  500 µl injectés 

c’) concentration x 10   
10 µl injectés 

34 ng/l

d)  100 µl injectés 

d’) concentration x 10   
10 µl injectés 
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3-OHBap : traitement des échantillons 
Comparaison commutation de colonnes / SPE "off line" 

P. Simon & al. , Journal of Chhromatography B, 2000, 748, p. 337 - 348 

Urine 
humaine

Urine 
de rat

Urine 
de rat

Urine 
de rat
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"U"CLG06
1 ml
3-OHBaP; 5,23 
ng/L

"U"ML13
3 ml
3-OHBaP; 0,06 
ng/L

"U"CLC04
2 ml
3-OHBaP; 1,55 
ng/L

"U"CLG01
3 ml
3-OHBaP; 0,45 
ng/L

3-OHBaP : exemples de chromatogrammes récents 
d'échantillons de terrain

Hydrolyse <1 h
V injecté variable
Chargement, lavages  (OH-puis H+) durée < 3 min
Traitement : C1 – 3 min, C2 – 6 min, C3 – 7 min, C4 – 15 min
Temps d'analyse < 30 min
Colonnes
C1: Uptispher C8 (50 x 3,2 mm)    C2: Uptispher CN (75 x 4,5 mm)     
C3: Uptispher Phényl (75 x 4,5 mm)     C4 : Uptispher PAH (100 x 3,2 mm)

Eluant C1, C2, C3  - MeOH;H2O, 70:30 (v/v) 
Eluant C4 - MeOH;H2O, 90:10 (v/v) 
Pour E1 & E 2 Acide citrique 10-2 M, Acide ascorbique 0,5 10-4 M
Débit : 0,5 mL/min (avec dégazage)
Détection par  fluorescence : λ exit 420nm, λ em 460 nm 
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Avantages
Remplacement avantageux de la SPE "off line"

Manipulations réduites au minimum (limitation des erreurs)

Technique adaptée à l’analyse de routine

et gain de temps

Technique sélective 

Limites de détection très basses

Investissement en matériel peu onéreux

Inconvénients
Technique sélective ! 

Mise au point des conditions analytiques fastidieuse

Commutation de colonnes
Avantages et inconvénients

Voir également ! - K. S. Boos, J. Lintelmann & A. Kettrup, Journal of Chromatography,1992, 600, p. 189 - 194 
- J. Gündel & J. Angerer,  Journal of Chromatography B, 2000, 738, p. 47 - 55 
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C 1-OHPy   et   C 3-OHBaP
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Apport de la technique de commutation de colonnes
Illustration de la sensibilité et de  la célérité

Courbes des cinétiques d’élimination du 1-OHP et du 3-OHBaP

C 1-OHPy et C 3-OHBaP
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Début de poste : dp

Fin de poste : fp

Surveillance sur 56h d'un 
salarié exposé (cokerie)

Surveillance sur 64h d'un 
volontaire après une 
exposition percutanée (2h)

Crème pour psiorasis 10 g 200 cm2

Pyrène & BaP ≈ 300 mg/kg  chaque
Cumul 
3-OHBaP 1200 pg
1-POH 460 ng

Δt entre chaque recueil : 2 - 3h
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- Présence 3-OHBaP libre < 12% (90% des cas)
- Forte adsorption sur sédiments (> 70%)
- Ultra-sons non destructeurs du 3-OHBaP (à confirmer)
- Hydrolyse rapide (< 1h)

- Importance de la phase stationnaire:
- Influence sur l'intensité du signal (facteur 1 à 3)
- Influence sur la sélectivité

- Stabilité aléatoire, dépendante :
- du spécimen d'urine
- du lot de solvant
- du temps d'hydrolyse (pertes possibles, 20 à 50 % en 8h)

- acide ascorbique (indispensable)
voir M. Bouchard, C. Dodd & C. Viau, Journal of Toxicology 1994, 18, p. 261-264

- dégazage, élimination O2  (nécessaire) 
voir M. O. James & al, Drug Metabolism& Disposition 2001, 29, p. 721 -728

3-OHBaP & conjugués 
Acquis et questionnements 

(10 000 analyses)
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Dispositif pour le prélèvement de la créatinine Dispositif pour le prélèvement
et des métabolites du benzène, du styrène ...  des métabolites des HAP

Avant
le recueil

Avant
le recueil

Après
le recueil

Après
le recueil

1,2 ml1,2 ml 4,5 ml4,5 ml

(URIPREL® : commercialisation en cours)

Le recueil, le transport et la conservation

L'objectif :
s'affranchir de la réfrigération  & du transport de liquide
effectuer un pré-traitement (concentration & pré-purification)
préserver les métabolites !

Duplication des 
imprégnations

- Stockage à θ ambiante

- Préservation des  
métabolites

- Elimination de la 
chaîne du froid

- Stockage & transport 
facilités

- Sélectivité

- Délais d'acheminent
avant analyse accrus
(jusqu'à 1 mois)

- Absorbant 
(in situ)

Avantages

Inconvénients

Développement d'un outil alternatif au flaconnage

Dispositif validé pour : 

les métabolites du
- Pyrène
- BaP

En cours: métabolites du
- Naphtalène
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C 3-OHBaP (Flacon frigo 5 jours,congel,"Kit")
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C 3-OHBaP (flacon frigo 36h , congel, "Kit")
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C 3-OHBaP (Flacon frigo 5 jours, congel, "Kit")
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Comparaison cartouches / flacons (réfrigérateur & congélation)
Suivi de 40 échantillons (4 salariés)

Cartouches
Flacons (réfrigérateur)

Flacons (congélateur)

Décongélation ? Origine et raison
Hydrolyse ? O2 ? des pertes non
Désorption ? clairement élucidées
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Comparaison Cartouche A / Cartouche B : graphe de Bland & Altman

y = 0,04x + 0,116
R2 = 0,0959

y = 0,1598x - 0,1079
R2 = 0,3586
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Comparaison cartouche A / cartouche B

y = 0,8332x + 0,1803
R2 = 0,9538

y = 0,9544x - 0,0953
R2 = 0,9847
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Vieillissement : comparaison Cartouche A / Cartouche B
(n = 43)

Cartouche A :
- 15 jours à température    

ambiante

Cartouche B :
- 15 jours à température    

ambiante
- 1 mois au réfrigérateur
- 18 mois au congélateur

Pertes sur Cartouche B

15 % en moyenne 

5 %  après suppression des 
3 points extrêmes
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Pertes en 3-OHBaP enregistrées pour le  flacon
suite à une décongélation durant le transport

-20,0

0,0
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40,0
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1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 81 86 91

Moyenne  (30%)

+ s

- s

2 - Comparaison : cartouches / flacons après décongélation – re-congélation (n = 100)

1 - Comparaison : cartouches θ ambiante (1 mois) / flacons congelés (n = 70)

Pas de différence significative observées entre les deux séries
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C BaP < 1500 et 3-OHBaP + bf

y = 0,0018x + 0,0847
r = 0,8463
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Etablissement de la relation 
BaP atmosphérique / 3-OHBaP urinaire
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Détecteur

Injecteur

32
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Pour 10 % des échantillons
3OHBaP  > 20 %

Moyenne
12 %

3-OHBaP: Taux de métabolite libre dans l'urine 
(n = 70)
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Colonne analytique
Uptispher PAH (C18) 5 µm
100 x 3.2 mm

Importance de la phase stationnaire

1-OHBaP

Colonne analytique
Vydac 201 TP (C18) 5 µm
200 x 3.2 mm

Colonne analytique
Kromasil C18 5 µm
200 x 3.2 mm

- Kromasil C18 : 1-OHBaP donné pour pur 
- Vydac 201 TP 
- Uptispher PAH

Pureté démentie

Analyse du 1-OHBaP sur 3 supports greffés octadécyle de nature différente.


