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In a general study on the petroleum contamination of the Fos-sur-mer Gulf 
(Mediterranean Sea), the surface microlayer was sampled. We present here the first 
results reported up to date in this area, based on a sampling carried out with a 
rotating PVC drum at 3 stations in May 1985. 

Very high hydrocarbons concentrations were sometimes observed in the surface 
film, which appears more heterogeneous than the underlaying water column (0.5-2 m). 
Water samples were filtered through fiberglass filters (0.5-1 pm). Both dissolved and 
particulate phases were separately extracted and analysed, providing evidence that 
suspended particles are the major vector for the accumulation and the transport of 
petroleum pollutants in these neritic waters. 

The petroleum origin of “total hydrocarbons” fractions is confirmed by GC and 
HPLC which reveal characteristic features for n-alkanes and polynuclear aromatic 
hydrocarbons. HPLC analysis of polar (non-hydrocarbons) fractions could indicate 
their formation from petroleum components. Furthermore, the comparison with the 
underlaying waters shows that volatilization and biodegradation are the major 
processes affecting hydrocarbons distribution in these superficial waters. 

Biological data (bacteria, chlorophylls, ATP and energetic charge) were 
simultaneously measured and indicated an important inhibition of phyto- and 
bacterio- neuston regarding to the planktonic organisms. 

KEY WORDS: Fos-sur-mer Gulf, surface microlayer, dissolved phase, particulate 
phase, n-alkanes, aromatic hydrocarbons, polar oil compounds. 
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94 R. SIRON, J.-F. RONTANI AND G. GIUSTI 

Dans le cadre d’une Ctude gentrale de la contamination pCtrolitre du Golfe de Fos- 
sur-mer, trois stations ont CtC echantillonntes (film de surface et eau sous-jacente). 
Nous rapportons ici les premiers rtsultats concernant la microcouche de surface de ce 
site. 

Nous avons observt en certains endroits, de trZs fortes accumulations 
d’hydrocarbures dans le film de surface qui apparait plus htterogene que l’eau sous- 
jacente. L‘analyse siparte des phases dissoute et particulaire montre le rBle tr6s 
important de cette dernitre fraction en tant que vecteur de pollution potentiel vers la 
colonne d’eau et les organisms filtreurs. 

L’analyse chromatographie des fractions “hydrocarbures totaux” (CPG et HPLC) et 
des composes polaires (HPLC) extraits de la microcouche, confirme leur origine 
principalement petrolitre et montre l’alttration qu’ils subissent en surface 
(evaporation, biodtgradation). 

Les donnkes biologiques recueillies simultantment ont revelk une importante 
inhibition du phyto- et du bacttrioneuston reiativement aux microorganismes 
planctoniques. 

INTRODUCTION 

Le film de surface est reconnu comme etant un milieu particulidre- 
ment riche en microorganismes,1,2 mais aussi en materiel lipidique 
dissous et p a r t i c ~ l a i r e . ~ . ~  I1 est quelquefois tgalement le sidge 
d’importantes accumulations de substances zhobiotiques et 
notamment d’hydro~arbures.~-~ 

Dans le cadre d’un travail trds general concernant l’etude des 
produits pttroliers en milieu marin en relation avec l’activitk 
biologique,* il nous a semblt intkressant d’ktudier l’accumulation de 
ces polluants dans la microcouche de surface d’un milieu c6tier assez 
fortement pollue, afin de mieux connaitre leur repartition dans les 
couches superficielles, I’ampleur de telles accumulations, les 
principaux phCnom2nes physico-chimiques et biologiques intervenant 
sur ces composks ainsi que ieur impact kventuel sur les organismes 
neustoniques. 

Nous presentons ici les premiers resultats obtenus a ce jour en ce 
qui concerne la microcouche de surface du Golfe de Fos-sur-mer. 

M ETHODO LOG I E 

Situation du Golfe de Fos 

Le Golfe de Fos-sur-mer est situt a 40 km au NW de Marseille (Mer 
Mtditerranee). I1 s’agit d’un milieu nkritique semi-ferme qui supporte 
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MICROCOUCHE DE SURFACE 95 

sur tout son pourtour une forte implantation urbaine et industrielle 
ainsi qu’un intense trafic maritime (Figure 1).  La principale 
caracttristique hydrodynamique de ce milieu est l’importance des 
apports d’eaux dtssaltes (RhBne et Etang de Berre). Trois stations de 
prtlkvements ont t t t  choisies afin d’tchantillonner ces aires de 
dilution (Figure 1). 

Collecte des echantillons 

Les prtlevements ont ttt effectuis lors de deux missions, le 15.05.85 
(stations 1 et 2) et le 23.05.85 (station 3). Les tchantillons d’eau sous- 
jacente (0.5 m et 2 m) ont ete pr6levi.s par pompage peristaltique. Le 
film de surface a 6t6 collect6 a I’aide d‘un rouleau en PVC 
(1 m x 0.4m) selon la technique de Harvey.’ Le rouleau est pousst a 
l’avant d’une petite embarcation munie d’un moteur tlectrique afin 
d’tviter toute contamination du film de surfxe. Des essais 
prtliminaires ont montrt que dans les conditions d’utilisation du 
rouleau, on pouvait estimer a environ 100ym, l’tpaisseur du film 
ainsi collect6 (Laborde, comm. pers.). 

Une fois collectts, les tchantillons d’eau (2 x 1 1) sont filtrts sous 
vide sur filtres en fibres de verre (Whatman GF/C; porositt approx. 
0.5 a 1.0,um) prtalablement extraits. Les deux phases-dissoute et 
particulaire-sont ensuite extraites et analystes stparemment. 

Extraction et separation chimique 

L‘eau filtrte est extraite au chloroforme (60ml pour 1 1 d’eau) par la 
technique “liquide-liquide”. Les particules recueillies sur filtres sont 
extraites au soxhlet par un mtlange chloroforme-mtthanol (2: 1) 
pendant 24 heures a reflux. 

Aprts tvaporation des phases chloroformiques le rksidu obtenu, 
correspondant a la matiire organique extractible (EXT), est seche 
sous courant d’azote puis pest: a l’aide d’une microbalance 
tlectronique (Mettler ME 30). Cette technique pirmet ainsi une 
prtcision de IfI 10pg sur la totalitt du rtsidu considirk. 

L’EXT est ensuite chromatographie sur colonne de d i ce  
( 1  5 cm x 1 cm; 0.063-0.200 mm), dksactivee par 5% d‘eau. Deux 
fractions sont ainsi recuptrtes: les “hydrocarbures totaux” (HCT) et 
les composes polaires autres qu’hydrocarbures, par tlutions a 
I’hexane et au mtthanol respectivement. Aprts tvaporation du 
solvant, les HCT sont stchts sous courant d’azote et pests. 
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MICROCOUCHE DE SURFACE 97 

REMARQUES 

Tous les solvants utilises sont de puretk maximale (“pour HPLC”; 
99.9xmin) et rtgulierement contrbles en CPG et HPLC. Des 
“blancs” ont t t t  effectuts pour toutes les ttapes du protocole 
exptrimental (stockage, filtration, extraction et stparation 
chromatographique). 

Des essais du rouleau en laboratoire ont montri qu’il n’induisait 
qu’une contamination tout a fait nkgligeable des fractions HCT. 

Chromatographie en phase gazeuse (CPG) 

Les fractions HCT sont reprises dans l’hexane et injecttes dans un 
chromatographe Girdel skrie 30 kquipt d’une colonne capillaire (OV- 
1; 50m x 0.3 mm) et d’un dktecteur a ionisation de flamme. Le gaz 
vecteur est l’helium (0.9 bar). L‘analyse se fait suivant une 
programmation de temptrature: 170 a 290°C a 3”C.mn-1, puis 
isotherme a 290°C jusqu’en fin d’analyse. 

Le chromatographe est relie a un intkgrateur Shimadzu C-R2AX 
qui permet de calculer l’aire des pics apres correction de la ligne de 
base. Les concentrations en n-alcanes (du nC16 au nC30) sont 
calculkes a l’aide d’un standard externe (le n-eicosane), en supposant 
que tous les alcanes considtrks ont mCme facteur de reponse vis-a-vis 
du dttecteur utilisk. 

Chromatographie en phase liquide 5 haute performance 
(H PLC) 

L‘appareillage utilisk est un systeme modulaire Beckman muni de 
deux pompes permettant l’analyse en gradient d’klution. La colonne 
(25cmx4.6mm) est phase inverse (Ultrasphere ODs). Le dkbit 
dans la colonne est maintenu constant a 1 ml . mn-1. 

Pour les fractions HCT, le gradient d’klution est le suivant: 75% 
acktonitrile-25% eau a 100% acetonitrile en 30 minutes. Les 
hydrocarbures aromatiques sont dttect6s par mesure de l’absorption 
a 254nm. 

Pour les fractions polaires (autres qu’hydrocarbures), le gradient 
d’klution est le suivant: 100% mtthanol a 95% mkthanol-5% 
tetrahydrofuranne en 20 minutes, puis passage a 100% de THF en 10 
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98 R. SIRON, J.-F. RONTANI AND G. GIUSTI 

minutes. Les composes polaires aromatiques sont dktectes 
simultanement a 254 et 313nm. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

D’un point de vue strictement quantitatif, on observe une grande 
variabilitk des concentrations dans la microcouche de surface entre 
les diffkrentes stations kchantillonnkes, alors que dans la colonne 
d’eau sous-jacente, les concentrations restent relativement constantes, 
et ce aussi bien pour la mati2re extractible (EXT) que pour les 
hydrocarbures totaux (HCT) ou les n-alcanes (Tableaux I et IJ). Le 
film de surface apparait ainsi plus httkrogkne que l’eau sous-jacente, 
refletant probablement les apports et les processus physico-chimiques 
divers intervenant en surface sur ces composks. La phase particulaire, 
plus variable que la phase dissoute, est la plus chargie en 
hydrocarbures totaux et n-alcanes. Les fortes teneurs en HCT et n- 
alcanes (Tableau I) confirment le r81e de la fraction particulaire en 
tant que “vecteur” de p o l l ~ t i o n ’ ~ - ~ ~  dam ces eaux cdtieres tres 
riches en particules en suspension d’origines diverses.14 11 semble 

TABLEAU I 
Fraction particulaire: concentrations en extrait chloroformique total (EXT; en 
mg.l-’), en hydrocarbures totaux (HCT; en mg.l-’), en n-alcanes (n-alc.; en pg.1-I) 
et en seston (mg.1-’) dans la microcouche de surface (MCS) et l’eau sous-jacente 
(ESJ). (fe): facteurs d’enrichissement de la microcouche relativement B l’eau sous- 

jacente. 

Stations 1 2 3 

MCS 

seston 
(fe) 
EXT 

ESJ HCT 
n-alc. 

25.20 & 6.04 
(64.6) 

9.77f 1.12 
(36.2) 

293.10 f 47.51 
(22.0) 

256.0 k 8.2 
(38.2) 

0.39f0.05 
0.27 f 0.02 

13.34k2.91 

1.64f0.25 
(3 .8)  

(2.3) 

(1.9) 

(5.6) 

0.66 k 0.07 

23.76f 1.88 

39.2f 1.5 

0.43 f 0.05 
0.29 _+ 0.05 

12.16+ 1.52 

1.09 f 0.16 
(2.8) 

0.40f 0.06 
(4.0) 

15.20_+ 1.54 
(3.4) 

(5.1) 

0.39 f 0.02 
0.10 f 0.01 
4.49k 1.71 

22.1 f 1.7 
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MICROCOUCHE DE SURFACE 99 

TABLEAU I1 
Fraction dissoute: meme ltgende que Tableau I .  

Stations 1 2 3 

EXT 1.20 k 0.06 0.52 k 0.04 0.34 f 0.04 

MCS HCT 0.78 f 0.15 0.07 k 0.02 0.04 & 0.01 

n-ale. 12.48& 1.33 6.58 f0.53 2.88 k0.36 

(fe) (5.7) ( 1.7) (3.8) 

(fe) (39.0) (1.4) (1.0) 

(fe) (6.4) (2.9) ( 1.4) 

EXT 0.2 1 * 0.02 0.30 k 0.02 0.09 k 0.03 

n-alc. 1.95f0.37 2.21f0.82 2.08 k0.32 
ESJ HCT 0.02 f 0.005 0.05f0.01 0.04 k 0.005 

d’ailleurs que dans ce cas, le gradient de contamination du film de 
surface puisse &tre corrtle avec la charge sestonique (Tableau I). 

La station 1, pour laquelle nous mesurons des teneurs en HCT 
particulaires tres tlevtes, comparables a celles rapporttes pour un 
site voisin kgalement pollue,6 est a considtrer comme un cas tout a 
fait extreme de pollution petrolikre du film de surface. Malgrt les 
fortes concentrations en HCT et en n-alcanes observtes en surface, 
les facteurs d’enrichissement de la microcouche relativement a l’eau 
sous-jacente (fe) que nous calculons (hormis pour la fraction 
particulaire a la station 1) sont dans la mCme gamme que ceux qui 
sont rapportts pour des aires octaniques peu-ou pas- 
pollukes3~ 5 ,  et par constquent, ne nous paraissent pas pouvoir &re 
retenus comme criteres de pollution des eaux superficielles dans de 
tels milieux cbtiers, pour lesquels on observe igalement des 
concentrations relativement tlevtes dans la colonne d’eau. 

Les parametres biologiques qui ont ett mesurts simultantment 
(Tableau TIT) rtvelent pour les 3 stations une importante csncen- 
tration de microorganismes dans la microcouche de surface et 
l’eau sous-jacente. Toutefois, I’enrichissement de la microcouche en 
bactkries, en pigments chlorophylliens et en ATP est tres faible par 
rapport a ce qui est gtntralement observe en aires oc tan iq~es . ’ ,~  Les 
facteurs d’enrichissement (fe) ainsi que la faible activite biologique- 
mesurte par la charge energttique (Tableau 111)-reflktent une 
inhibition du bacttrio+t du phytoneuston relativement au 
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100 R. SIRON, J.-F. RONTANI AND G. GIUSTI 

bacttrio--et au phytoplancton. I1 est vraisemblable qu'une telle 
inhibition de I'activitC neustonique soit la rtsultante de nombreux 
types de substances xenobiotiques accumulees en surface dans ce 
milieu semi-ferme ou les conditions climatiques permettent 
quelquefois une forte stratification des eaux superficielles. Des 
teneurs relativement ClevCes en dktergents anioniques ont Cgalement 
Ctt mesurCes dans ce site,16 qui contribueront a la stabilisation et a 
l'accumulation des hydrocarbures pktroliers dans le film de surface. 

Qualitativement, l'analyse en CPG des fractions HCT extraites de 
la microcouche rkvkle les principales caractkristiques d'une origine 
p C t r ~ l i e r e ' ~ . ~ ~  avec notamment une distribution rigulikre des II- 
alcanes sans predominance des chaines a nombre pair ou impair de 
carbones (CPI moyens egaux A 1.09_+0.06 et 1.07_+0.18 pour les 
phases dissoute et particulaire respectivement) Cmergeant d'un massif 
de composes non rCsoIus, ainsi que la prtsence de nombreux petits 
pics aux temps de rktention intermtdiaires correspondant 
vraisemblablement a des alcanes ramifies et a des aromatiques 
(Figure 2). De msme, nous observons en HPLC (Figure 3) la trks 

TABLEAU 111 
Parametres biologiques: concentrations en bacttries (en 
cell. x lo6 .ml-'),  en pigments chlorophylliens (en 
pg . tquivalents de chl-a. 1- I ) ,  en adtnosine triphosphate 
(ATP; en pg.1-I) et charge energktique (C.E.; calculte suivant 
la formule: CE = (ATP + 1/2 ADP)/(ATP + ADP + AMP)). (fe): 
facteurs d'enrichissement de la microcouche relativement a 

l'eau sous-jacente. 

Stations 1 2 3 

5.3 
(1.65) 

13.8 
(0.84) 

0.98 
(0.68) 

0.59 
( 1.09) 

3.0 3.1 
(1.58) (1.55) 

- 8.8 
(0.89) 

1.05 1.73 
(0.64) (4.12) 

0.51 0.51 
(0.93) (1.27) 
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MICROCOUCHE D E  SURFACE 101 

C27 

0 

1 
~ 

I 
I 

I 
I 

c24 

FIGURE 2 Chromatogrammes (CPG) des fractions HCT: A: station 1, microcouche 
de surface, phase dissoute. B: station 1, eau sous-jacente, phase dissoute. ( S :  solvant; 
X :  contamination doe au rouleau de prCl6vements; les n-alcanes sont repCres par le 
nombre d’atomes de carbone dans la chaine). 

large gamme et la complexit6 caracteristique de l’origine pktrolilre 
des hydrocarbures aromatiques.21922 

Aussi bien en CPG (Figure 2) qu’en HPLC (Figure 3 )  nous 
constatons une predominance des composks a haut point d’kbullition 
ou fortement condenses dans le film de surface relativement a l’eau 
sous-jacente, confirmant l’importance du phtnomene d’tvaporation 
dans le devenir des produits petroliers en milieu marin.23g24 

De plus, la faible proportion du total des n-alcanes (du n-C16 au 
n-C30) dans les fractions HCT que nous trouvons en surface, aussi 
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102 R. SIRON, J.-F. RONTANI AND G.  GIUSTI 

-5 
I MINUTES1 

I r ' "  I " "  1 " "  I "  I 
15 0 15 15 0 

FIGURE 3 Chromatogrammes (HPLC) des fractions HCT: A: station I ,  micro- 
couche de surface, phase particulaire. B: station 2, microcouche de surface, phase 
particulaire. C: station 2, eau sous-jacente, phase particulaire. (N: napthtalene; F: 
fluorene; P phenanthrene; A: anthrache; MP: methyl-phenanthrenes; DMP: di- 
methyl-phknanthrenes; TMP: trimtthyl-phknanthrenes; dttection: 254 nm). 

20 10 b I 
10 0 20 20 10 0 

FIGURE 4 Chromatogrammes (HPLC) des fractions polaires extraites de la micro- 
couche de surface: A: station 1, phase particulaire. B: station 2, phase particulaire. C: 
fractionp~troli~re(ArabianLight)Cquivalente.(Dttection: 254nm(-)et 313 nm(----).) 
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MICROCOUCHE DE SURFACE 

bien pour la phase dissoute (5.8 +2.4%) que particulaire (4.3 f 1.1%) 
pourraient indiquer, corrklativement aux fortes densitks bactkriennes 
(Tableau III), l’importance de la biodkgradation des hydrocarbures 
pktroliers dans ces eaux superficielles qui sont par ailleurs enrichies 
en sels nutritifs et matikres organiques diverses provenant des 
apports fluviaux.14 

L‘analyse en HPLC des fractions polaires indique qu’elles sont 
formkes de structures aromatiques dont certaines sont fortement 
condenskes (absorption simultanke a 254 et 313 nm). Une analyse 
complkmentaire en spectroscopie I.R. a rkvklk kgalement la prksence 
de groupements carbonyles. Sans pouvoir dkterminer la structure 
exacte de ces composks du fait de la complexitk de ces fractions, il 
apparait, par comparaison avec des fractions pktrolieres kquivalentes, 
que certains d’entre eux pourraient &re d’origine pktroliere 
(Figure 4). Le fait que nous observions ces composes principalement 
dans la phase’ particulaire ne fait que confirmer la contzxlination des 
particules du film de surface. 

CONCLUSION 
L‘ktude de la microcouche du Golfe de Fos-sur-mer nous a permis 
de constater que la contamination des eaux superficielles de certains 
sites &tiers particulierement exposks, peut atteindre un degrk 
extreme. I1 est vraisemblable que les concentrations en hydrocar- 
bures relativement importantes observkes dans toute la colonne 
d’eaus soient le rksultat d’une diffusion vers I’eau sousjacente2’ ou 
d’un brassage des couches d’eaux superficielles. 

Ainsi, les organismes neustoniques-mais aussi planctoniques- 
seront soumis de faqon chronique a une contamination petrolitke 
relativement klevke. Celle-ci pourrait Ctre a I’origine de sklections 
spkcifiques observkes au niveau du phytoneuston (de Suza Lima, 
comm. pers.) ou du p l a n c t ~ n ~ ~ * ~ ~  du Golfe de Fos-sur-mer. 

La forte contamination des particules en suspension peut tgale- 
ment expliquer les teneurs en hydrocarbures trks importantes 
accumulkes par des moules prklevkes dans ce m6me site.27 

Ces rksultats montrent ainsi la nkcessitk de poursuivre de telles 
ktudes dans un cadre pluridisciplinaire et un suivi rkgulier de la 
pollution de ce milieu ccitier, d’autant plus que des activitks conchy- 
licoles tendent a se dkvelopper dans 1’Anse de Carteau, zone 
particulierement fermee. 
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