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Figure 12. Corrélation pour chaque secteur industriel des logarithmes népériens des 
concentrations de 3OHBaP en FSFP+16 et de 1OHP en FSFP. Les équations des droites de 
régression sont affichées en haut à gauche des graphiques, suivies des coefficients de 
détermination (R²). 
 
Figure 13. Corrélation pour chaque secteur industriel des logarithmes népériens des 
concentrations de 3OHBaP et de 1OHP en FSFP. Les équations des droites de régression sont 
affichées en haut à gauche des graphiques, suivies des coefficients de détermination (R²). 
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LISTE DES ABBREVIATIONS 

 
HAP : Hydrocarbures aromatiques polycycliques 
 
BaP : Benzo(a)pyrène 
 
CIRC  : Centre international de recherche sur le cancer 
 
US-EPA : Agence américaine de protection de l’environnement 
 
CYP450 : Mono-oxygénase à cytochrome P 450 
 
GSH : Glutathion 
 
GST : Glutathion-S-transférase 
 
EH : Epoxyde hydrolase 
 
Tétrols : Tetrahydroxy-tetrahydro-HAP 
 
DD : Dihydrodiol déshydrogénase 
 
o-quinone : Ortho-quinone 
 
AhR : Aryl hydrocarbon receptor 
 
Hsp90 : Heat shock protein 90 
 
AIP  : AhR interacting protein 
 
Arnt  : Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 
 
1OHP : 1-hydroxypyrène 
 
3OHBaP : 3-hydroxybenzo(a)pyrène 
 
BPDE : Benzo(a)pyrène-7,8-dihydrodiol-9,10-époxyde 
 
Reverse-BPDE : Benzo(a)pyrène-9,10-dihydrodiol-7,8-époxyde 
 
GHE : Groupes homogènes d’exposition 
 
HPLC-FLD  : Chromatographie liquide haute performance couplée à la détection par 
fluorescence 
 
CNAM  : Caisse nationale d’assurance maladie 
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INRS : Institut national de recherche et sécurité 
 
LD  : Limite de détection 
 
LC-MS/MS  : Chromatographie liquide couplée à un spectromètre de masse en mode tandem 
 
GC-MS : Chromatographie en phase gazeuse couplée à un spectromètre de masse 
 
GC-HRMS : Chromatographie en phase gazeuse couplée à un spectromètre de masse haute 
résolution 
 
UPLC-MS/MS : Chromatographie liquide ultra performante couplée à un spectromètre de masse 
en mode tandem 
 
SPE : Extraction en phase solide 
 
AFNOR : Association Française de Normalisation 
 
SFSTP : Société Française des Sciences Techniques et Pharmaceutiques 
 
LQ  : Limite de quantification 
 
nmol/mol : Nanomoles par mole de créatinine urinaire 
 
méd : Médiane 
 
min : Minimum 
 
max : Maximum 
 
m : Moyenne 
 
ET : Ecart-type 
 
n : Nombre d’échantillons 
 
FSFP : Fin de semaine fin de poste 
 
FSFP+16 : Fin de semaine fin de poste + 16 heures 
 
DSDP : Début de semaine début de poste 
 
1OHPFSFP/3OHBaPFSFP+16 : Ratio des concentrations de 1OHP en FSFP sur les concentrations 
en 3OHBaP en FSFP+16 
 
1OHPFSFP/3OHBaPFSFP : Ratio des concentrations de 1OHP en FSFP sur les concentrations de 
3OHBaP en FSFP 
 
R² : Coefficient de détermination 
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1.1 Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques 

1.1.1 Généralités 
 

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des molécules constituées de 

carbone et d’hydrogène dont la structure comporte au moins 2 cycles aromatiques condensés. Ils 

forment une famille chimique comprenant plus de 100 individus. Ils sont issus de la combustion 

incomplète de la matière organique ou des procédés industriels de distillation de la houille et du 

pétrole. Leur origine est donc à la fois anthropique et naturelle. Leur production conduit toujours 

à l’émission de mélanges complexes dont la composition relative varie considérablement selon la 

source [33]. 

 

Dans l’atmosphère, les plus légers (jusqu’à 4 cycles) sont sous forme gazeuse et les plus 

lourds (à partir de 4 cycles) sont sous forme particulaire [32], adsorbés pour plus de la moitié 

d’entre eux sur des particules fines de diamètre inférieur à 0,5 µm [54]. Le pyrène et le 

fluoranthène, composés de 4 cycles, sont retrouvés à la fois sous forme gazeuse et sous forme 

particulaire. 

 

1.1.2 Toxicité 
 

Parmi la grande famille des HAP, le benzo(a)pyrène (BaP) a été récemment classé 

cancérogène certain pour l’homme (groupe 1) par le Centre International de Recherche sur le 

Cancer (CIRC), tandis que d’autres membres ont été classés comme cancérogènes probables 

(groupe 2A), possibles (groupe 2B), ou sont non classables quant à leur cancérogénicité pour 

l'Homme (groupe 3) [32]. 
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Le CIRC a également classé cancérogènes certains pour l’homme, les expositions 

professionnelles aux HAP dans les secteurs de la gazéification du charbon, de la production de 

coke, de la distillation du goudron de houille, du ramonage et de la production d’aluminium. Les 

expositions lors de la fabrication d’électrodes de carbone et l’utilisation de créosote ont été 

classées cancérogènes probables (groupe 2A) [32]. 

 

Les cancers concernés sont ceux du poumon, de la peau et de la vessie. Le poumon reste 

la cible principale de l’effet cancérogène des HAP et l’augmentation de l’incidence de ce cancer 

est retrouvée dans tous les secteurs cités précédemment. L’estimation du risque d’apparition de 

cancers broncho-pulmonaires lors d’une exposition à 1 ng/m3 de BaP, 40 heures par semaine, 

durant 40 ans varie de 1 à 5 sur 100 000 personnes. Les cas de cancers de la peau sont restreints 

aux expositions professionnelles impliquant un contact cutané avec les HAP important, tandis 

que l’apparition de cancers de la vessie, moins fréquente, semble liée à des expositions élevées 

provenant du goudron de houille (coal-tar), de la poix (pitch) ou de la gazéification du charbon et 

de la distillation du goudron [7]. 

 

A ce jour, les données épidémiologiques disponibles ne permettent pas de conclure quand 

à l’excès de risque d’apparition de cancer lors d’une exposition aux HAP à des niveaux 

environnementaux. 

 

L’agence américaine de protection de l’environnement (US-EPA) a inscrit 16 HAP sur la 

liste des polluants prioritaires dès 1976 de par leur prépondérance dans les mélanges (tableau I). 
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Composé 
Groupe 
CIRC 

Groupe 
UE N° CAS 

Formule 
brute 

Structure 
chimique 

Masse 
molaire 
(g/mol) 

Naphtalène  3 91-20-3 C10H8 
 

128 

Acénaphtylène 3  208-96-8 C12H8 
 

152 

Acénaphtène 3  83-32-9 C12H10  
154 

Fluorène 3  86-73-7 C13H10  
166 

Phénanthrène 3  85-01-8 C14H10 
 

178 

Anthracène 3  120-12-7 C14H10  
178 

Fluoranthène 3  206-44-0 C16H10 
 

202 

Pyrène 3  129-00-0 C16H10 
 

202 

Benzo(a)anthracène 2B 2 56-55-3 C18H12 
 

228 

Chrysène 2B 2 218-01-9 C18H12 
 

228 

Benzo(b)fluoranthène 2B 2 205-99-2 C20H12 
 

252 

Benzo(k)fluoranthène 2B 2 207-08-9 C20H12 
 

252 

Benzo(a)pyrène 1 2 50-32-8 C20H12 
 

252 

Indéno(1,2,3-cd)pyrène 2B  193-39-5 C22H12 

 

276 

Benzo(ghi)pérylène 3  191-24-2 C22H12 
 

276 

Dibenzo(a,h)anthracène 2A 2 53-70-2 C22H14 
 

278 
 

Tableau I. Liste des 16 HAP inscrits sur la liste des polluants prioritaires de l’US-EPA. Les HAP dits 
particulaires (plus de 4 cycles) sont les plus préoccupants en termes de toxicité. 
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1.1.3 Modalités de l’exposition 
 

Les HAP sont des molécules ubiquitaires présentes dans les différents compartiments de 

l’environnement. La population générale est principalement exposée par voie alimentaire lors de 

la consommation de produits grillés, fumés ou frits. Une exposition aux HAP par voie 

respiratoire est également retrouvée lors de la consommation de tabac et dans une moindre 

mesure lorsque l’atmosphère est chargée en émissions de moteurs diesel, de chauffage au bois, 

d’industries, etc. 

 

Les HAP sont également bien connus en toxicologie professionnelle. L’étude SUMER 

estime à 1 600 000 le nombre de salariés potentiellement exposés aux HAP en France [25]. Le 

plus grand nombre de travailleurs en contact avec ces molécules se retrouve dans les secteurs des 

émissions diesel et des huiles minérales, où les niveaux d’exposition sont peu élevés. En 

revanche, bien que représentant un effectif de sujets moins important, les sites industriels 

utilisant des goudrons de houilles ou produisant des fumées de métallurgie, comme  les 

fonderies, la production de coke, la production d’aluminium et la fabrication d’électrodes de 

carbone ou de graphite, sont plus préoccupants en terme de niveaux d’exposition (figure 1) [30]. 
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Figure 1. Cartographie française des expositions professionnelles aux toxiques (milliers de salariés). 
Sont surlignées en jaune les sources responsables d’une exposition aux HAP. 

 

 

1.2 Devenir des HAP dans l’organisme 

1.2.1 Absorption 
 

Les HAP sont des molécules lipophiles, ce qui leur permet de pénétrer dans l’organisme 

en passant la barrière cutanée, digestive et pulmonaire par diffusion passive à travers les 

membranes cellulaires. Ceux dont le nombre de cycles est élevé, sont particulièrement 

hydrophobes donc rapidement dissous dans la bicouche lipidique constituant la membrane 

cellulaire. Néanmoins, ils diffuseront lentement à travers l’épithélium à cause des espaces inter-

membranaires aqueux. Ce phénomène a pour conséquence une concentration en HAP plus élevée 

au niveau du site d’entrée que dans le compartiment sanguin et les tissus éloignés [23]. 
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Dans le cas d’une exposition par voie respiratoire, les HAP comportant jusqu’à 4 cycles 

sont rapidement absorbés puisque déposés dans les poumons sous forme de vapeurs solubles. En 

revanche, pour les plus lourds, le diamètre aérodynamique de la particule atmosphérique sur 

laquelle ils sont adsorbés, sera déterminant. Les plus grosses particules sont déposées au niveau 

des voies aériennes supérieures où les HAP seront lentement absorbés, tandis que les plus fines 

peuvent pénétrer dans le poumon profond où les HAP traverseront en quelques minutes la paroi 

alvéolaire [3, 32]. 

 

L’absorption cutanée est importante à prendre en compte en environnement professionnel 

où elle est une voie majeure de pénétration des HAP dans l’organisme [64]. En effet, le contact 

avec les vêtements, les équipements de protection individuelle et le matériel de travail souillés, 

est important. Elle entre également en jeu lors de l’application d’onguents à base de goudrons de 

houille dans le traitement local du psoriasis. 

 

1.2.2 Distribution 
 

Après absorption, les HAP sont largement et rapidement distribués dans tout l’organisme. 

Chez le rat, moins de 4 heures après injection intraveineuse, le BaP est retrouvé dans le poumon, 

le tissu adipeux, le foie, la peau et les reins [43]. Withey et al a montré que 95 minutes après une 

exposition de rats au BaP par voie respiratoire, les concentrations dans les différents 

compartiments s’ordonnaient ainsi : poumon > sang > foie > rein > tissu adipeux ; puis 6 heures 

après arrêt de l’exposition elles s’ordonnaient ainsi : tissu adipeux > poumon > rein > foie > sang 

[72]. La même constatation a été faite avec le pyrène, pour lequel les concentrations dans 

l’organisme 7 h après exposition respiratoire de rats s’ordonnaient ainsi : tissu adipeux > rein > 

poumon > foie [71]. 
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Du fait de leur forte lipophile, les HAP absorbés seront donc stockés dans le tissu adipeux 

d’où ils seront lentement relâchés. Le poumon est également un site de stockage important dans 

le cas d’une exposition respiratoire, mais également après une injection intraveineuse, car cet 

organe qui reçoit la totalité du débit cardiaque, est le premier, après le cœur, à être en contact 

avec la dose intraveineuse [43]. 

 

Il est intéressant de noter que le compartiment gastro-intestinal contient des niveaux 

élevés d’HAP quelle que soit la voie d’entrée. Ceci s’explique par la clairance muco-ciliaire des 

voies respiratoires qui draine les particules du poumon vers les voies digestives et par l’excrétion 

hépatobiliaire des métabolites des HAP. 

 

Cette large diffusion des HAP dans l’organisme peut être considérée comme une étape 

limitante de leur cinétique d’élimination. 

 

1.2.3 Métabolisation 
 

Les HAP sont métabolisés dans de très nombreux tissus sans quoi leur forte lipophilie 

empêcherait leur élimination des membranes cellulaires [3]. En effet, les métabolites de phase 1 

sont légèrement plus mobiles et les métabolites de phase 2 considérablement plus mobiles que 

leurs composés parents. Ainsi, le métabolisme prenant place au sein des cellules épithéliales du 

site d’entrée des HAP permet de limiter l’exposition de ces cellules en accélérant leur transport 

dans la circulation générale. 
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Néanmoins, lors de leur métabolisme, les HAP font l’objet de réactions d’oxydation qui 

peuvent conduire à des composés réactifs selon le niveau d’attaque sur la molécule. Dans ce cas, 

on parle d’activation métabolique, le métabolite produit étant plus toxique que le composé parent 

dont il est issu. Ce processus nécessite la présence d’une région de baie ou de fjord, qui sont des 

structures angulaires formées par les anneaux et constituant une gêne stérique favorisant les 

réactions d’oxydation et la formation de radicaux (figure 2). 

 

 
 

Figure 2. Région de baie et de fjord de deux HAP. 
 

 

Ainsi, les HAP symétriques ne possédant ni région de baie ni région de fjord, comme le 

pyrène ou le naphtalène, sont éliminés en un nombre restreint de métabolites mono-hydroxylés. 

En revanche, le métabolisme des molécules asymétriques conduit à de très nombreux composés 

secondaires de type époxydes, phénols, quinones, hydroquinones, dihydrodiols, phenol-

dihydrodiols, dihydrodiol-époxydes, tétrahydrodiols et autres intermédiaires réactifs, qui 

pourront réagir avec des composants cellulaires ou bien être éliminés après conjugaison, sans 

exercer leur toxicité (figure 3). 

 

Bien que complexe, la cascade de réactions enzymatiques conduisant à la formation de 

ces métabolites semble se dérouler très rapidement. En effet, chez l’homme, leurs concentrations 

plasmatiques maximum sont retrouvées 15 à 30 minutes après une exposition respiratoire [74]. 
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Figure 3. Schéma du métabolisme du BaP. CYP, cytochrome P450 ; EH, époxyde hydrolase ; PS, 
prostaglandine synthase ; DD, dihydrodiol déshydrogénase ; QR, quinone réductase. En rouge, les 
composés réactifs issus de l’activation métabolique. 

 

 

La première étape de la métabolisation des HAP est leur prise en charge par les mono-

oxygénases à cytochrome P 450 (CYP450). Les isoformes 1A1, 1A2, surtout, mais également 

des membres des familles 1B, 2B, 2C et 3A sont capables d’oxyder un grand nombre d’HAP [6].  

Ces enzymes réalisent soit une réaction de péroxydation sur le squelette carboné, conduisant à la 

production du radical cation électrophile, soit une réaction de mono-oxygénation produisant 

différents arènes oxydes (ou époxydes). Cette oxydation enzymatique est régiosélective, elle ne 

peut prendre place que sur certaines positions des cycles aromatiques : 1,2- ; 2,3- ; 4,5- ; 7,8- ; 

9,10-, dans le cas du BaP [29]. 
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Les époxydes les plus instables sont spontanément transformés en phénols qui peuvent 

donner des quinones réactives mais qui seront principalement éliminés sous forme glucurono- ou 

sulfo-conjuguée [48]. Les autres époxydes, plus stables, sont conjugués au glutathion (GSH) par 

l’intermédiaire de la glutathion-S-transférase (GST), ou bien pris en charge par l’époxyde 

hydrolase (EH) entrainant la formation de trans-dihydrodiols [60]. 

 

Dans ce deuxième cas, les dihydrodiols sont de nouveau activés par les CYP450 

conduisant à la formation de dihydrodiols-époxydes. Ces derniers peuvent être conjugués au 

GSH, spontanément hydrolysés en tetrahydroxy-tetrahydro-HAP (tétrols), ou encore se lier de 

façon covalente avec les composants cellulaires nucléophiles comme l’ADN, l’ARN, les lipides 

ou les protéines. Ces liaisons covalentes sont appelées adduits. 

 

Une autre voie d’activation métabolique est liée à l’oxydation du dihydrodiol, par la 

dihydrodiol déshydrogénase (DD), en catéchol instable, conduisant à la formation d’une ortho-

quinone (o-quinone). Cette dernière réaction produit des espèces réactives de l’oxygène, mais 

l’o-quinone est aussi électrophile et réactive vis à vis de l’ADN [73]. 

 

Il est intéressant de noter que la présence des HAP dans le cytoplasme entraîne une 

induction spécifique de certaines des enzymes métabolisant les xénobiotiques. En effet, le 

récepteur cytoplasmique Aryl hydrocarbon receptor (AhR) est lié à divers facteurs 

cytoplasmiques tels que les Heat shock protein 90 (Hsp90) et les AhR interacting protein (AIP). 

L’association entre l’AhR, les Hsp 90 et l’AIP confère au récepteur cytoplasmique une 

reconnaissance spécifique et optimale vis-à-vis de certains ligands, notamment les HAP. Dès sa 

pénétration dans la cellule, le BaP se lie spécifiquement à l’AhR, ce complexe pouvant alors 

migrer dans le noyau. Dans l’espace intranucléaire, l’AhR, toujours associé au BaP, se lie 
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spécifiquement à une protéine nucléaire, l’Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (Arnt) 

pour constituer un hétérodimère considéré comme un facteur de transcription crucial dans 

l’induction de l’expression de plusieurs gènes. Ainsi, le BaP est capable d’induire l’expression 

génique du CYP1A1 et des GST alpha, donc d’induire son propre métabolisme [69]. 

 

Des différences inter-individuelles existent dans les proportions relatives des métabolites 

éliminés [24]. Néanmoins, dans le cas du pyrène, du fait de sa structure chimique symétrique, le 

1-hydroxypyrène (1OHP) (figure 4) est le seul métabolite mono-hydroxylé formé. Pour le BaP, 

sur les cinq métabolites mono-hydroxylés potentiellement éliminés, le 3-hydroxybenzo(a)pyrène 

(3OHBaP) (figure 4) est toujours le majoritaire et sur les quatre stéréo-isomères possibles du 

benzo(a)pyrène-diol-époxyde, la forme prédominante est le (+)-anti-benzo(a)pyrene-7,8-

dihydrodiol-9,10-époxyde (BPDE) (figure 4) [9, 32, 66]. 

 

 
 

Figure 4. Structure chimique du 1-hydroxypyrène (1OHP), 3-hydroxybenzo(a)pyrène 
(3OHBaP) et du 7,8-dihydrodiol-9,10-époxy-benzo(a)pyrène (BPDE). 
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1.2.4 Elimination 
 

Les résultats des études animales d’exposition aux HAP, montrent que leurs métabolites 

sont largement excrétés sous forme conjuguée au glutathion, à l’acide glucuronique ou au 

sulfate, dans les fécès par excrétion biliaire et dans les urines [3]. Les métabolites issus des HAP 

les plus légers sont principalement éliminés dans les urines, ceux issus des HAP les plus lourds 

le sont principalement dans les fécès. 

 

Il existe néanmoins de larges différences dans les cinétiques d’élimination des différents 

HAP. Ainsi, lors de l’injection intraveineuse de BaP chez le rat, le maximum d’excrétion urinaire 

du 3OHBaP se situe 10 heures après l’injection, alors qu’il se situe immédiatement après 

administration dans le cas du 1OHP après injection de pyrène. Ces différences ne sont pas à 

attribuer à l’étape de métabolisation de phase 1 de ces HAP, car l’injection du 3OHBaP chez le 

rat, produit le même profil d’élimination urinaire [8]. Marie et al. a montré une accumulation du 

3OHBaP dans le rein durant les 8 heures qui suivent une injection de BaP chez le rat, suivie 

d’une diminution linéaire de sa concentration avec une demi-vie de 15,6 heures [43]. Le 

3OHBaP glucuronoconjugué, étant activement sécrété par des transporteurs d’anions organiques 

au niveau des tubules rénaux proximaux, l’explication proposée serait une meilleure efficacité 

des transporteurs responsables du passage du compartiment sanguin aux cellules tubulaires, par 

rapport à ceux responsables du transport des cellules tubulaires au lumen, induisant donc une 

accumulation intra-rénale. Chez l’homme, le même décalage dans les cinétiques d’élimination a 

été observé, avec un maximum d’excrétion urinaire du 3OHBaP retardé de 10 à 20 heures par 

rapport au 1OHP dans un groupe de salariés exposés aux HAP [22]. Il est intéressant de noter 

que ce retard dans l’élimination urinaire du 3OHBaP n’existe pas pour d’autres métabolites du 
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BaP, comme le 4,5-dihydrodiol [8]. Des différences dans les cinétiques d’élimination existent 

donc également entre les différents métabolites d’un même HAP. 

 

Enfin, la voie d’absorption est également un facteur influençant la cinétique d’élimination 

des HAP. Par exemple, le 1OHP est éliminé en 5 à 9 heures après exposition respiratoire ou 

digestive au pyrène, alors qu’un plateau d’élimination apparaît à 20 heures lors d’une exposition 

cutanée [37]. 

 

1.3 Activation métabolique et cancérogénèse 

1.3.1 Voie des diol-époxydes 
 

C’est l’activation métabolique des HAP contenant une région de baie ou de fjord qui est 

responsable de leur génotoxicité. La cascade de réactions enzymatiques aboutit à la formation 

d’un diol-époxyde appelé cancérogène ultime car certains isomères de cette forme métabolique 

sont capables de former des adduits stables ou dépurinants avec l’ADN, étape pouvant être 

initiatrice d’un phénomène de cancérogénèse. 

 

Les adduits stables tout comme les adduits dépurinants sont majoritairement formés avec 

la base nucléotidique de l’ADN guanine. Ces lésions provoquent des mutations lorsqu’elles sont 

mal ou non réparées par les mécanismes de réparation de l’ADN. Si les métabolites diol-époxyde 

des HAP induisent des mutations sur des gènes critiques comme les proto-oncogènes ou les 

gènes suppresseurs de tumeurs, la cellule est dite initiée. 

 

Néanmoins, les métabolites diol-époxydes des HAP ne sont pas tous réactifs vis-à-vis de 

l’ADN. Le pont époxy doit être localisé immédiatement après la région de baie ou de fjord pour 
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que s’exerce sa toxicité. Dans le cas du BaP, la forme 9,10-dihydrodiol-7,8-époxyde (reverse-

BPDE) (figure 5) est majoritairement éliminée sous forme d’acide mercapturique après 

conjugaison au GSH, tandis que la forme 7,8-dihydrodiol-9,10-époxyde (BPDE) (figure 4) est 

très peu détoxifiée par ce mécanisme [63] et est responsable de la formation d’adduits [16]. Le 

nombre de cycle aromatique est également important. En effet, bien que son pont époxy soit 

localisé immédiatement après la région de baie, le métabolite du phénanthrène, 1,2-dihydrodiol-

3,4-époxyde (figure 5), n’est pas cancérogène chez des souris nouveau-nés [11]. 

 

 
 

Figure 5. Structure chimique du 9,10-dihydrodiol-7,8-époxyde-
benzo(a)pyrène (reverse-BPDE) et du 1,2-dihydrodiol-3,4-époxyde-
phénanthrène. 

 

 

1.3.2 Voie du radical cation 
 

Le mécanisme chimique de cette voie est basé sur l’arrachement d’un électron à l’HAP 

via une oxydation mono-électronique par les activités peroxydases des CYP450. Elle conduit à la 

formation de radicaux cations électrophiles permettant la formation de liens covalents avec les 

sites nucléophiles de l’ADN. Le BaP mais également dibenzo[a,l]pyrène peuvent être 

métabolisés par cette voie. 
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Le radical cation du BaP est une espèce chimique très instable, il ne pourra exercer sa 

toxicité que s’il est produit en présence d’ADN ou de nucléosides. 

 

Les adduits issus de cette voie sont principalement des adduits dépurinants de l’adénine et 

de la guanine, générant des sites apuriniques capables de conduire à des mutations du proto-

oncogène Ras, connu pour être fortement associé aux phénomènes de tumorigénèse [32]. 

 

1.3.3 Voie de l’ortho-quinone 
 

Cette espèce chimique, issue de l’oxydation d’un dihydrodiol, serait capable de se fixer à 

l’ADN. Néanmoins, l’action toxique majeure de cette voie est essentiellement de type oxydatif, 

par le biais d’une génération d’espèces réactives de l’oxygène. Le radical hydroxyle est le 

principal responsable des dommages à l’ADN. Ce dernier peut engendrer des cassures de l’hélice 

double brins, après oxydation du 2’-désoxyribose, ou bien provoquer l’oxydation de la 

désoxygunaosine générant la 8-oxo-7,8-dihydro-2’-désoxyguanosine. 

 

Cette attaque oxydative peut être également responsable de mutations sur le gène 

suppresseur de tumeurs « p53 » [32]. 

 

1.3.4 Autres mécanismes d’action 
 

Les HAP se liant à l’AhR induisent une modification de l’expression des gènes de la 

croissance et de la différenciation cellulaire. Ce phénomène pourrait jouer un rôle dans la 

promotion des cellules initiées. Le BaP, par exemple, possède des capacités à la fois d’initiateur 

et de promoteur alors que le pyrène ne possède aucune de ces caractéristiques. 



 29 

 

Plusieurs études ont également souligné le potentiel phototoxique des HAP [32]. Dans ce 

sens, Douki et al. a montré que la formation d’adduits stables à l’ADN, par l’action du BPDE, 

augmentait la photoxicité de rayonnements UV appliqués à des cellules en culture [17]. 

 

Les HAP sont également suspectés d’être des agents reprotoxiques [32]. 

 

1.4 Surveillance de l’exposition aux HAP 
 

Les HAP sont donc des toxiques cancérogènes dont la distribution est ubiquitaire. La 

totalité de la population y est exposée, ce qui peut présenter un risque sanitaire qu’il est 

nécessaire d’évaluer par la surveillance des expositions. Ceci est particulièrement vrai pour les 

expositions professionnelles, où le risque sanitaire est clairement identifié. 

 

Ce suivi des expositions peut être réalisé par deux approches complémentaires : 

- La surveillance des atmosphères de travail ou de l’environnement, dont le but est 

d’estimer l’exposition des sujets (dose externe) à partir des mesures de concentrations 

atmosphériques. 

- La surveillance biologique de l’exposition, qui repose sur la quantification de la 

substance elle-même, ou de ses métabolites, dans les différents milieux biologiques de 

l’individu (dose interne). 

 

La classification des sujets en groupes homogènes d’exposition (GHE) est réalisée avant 

la mesure proprement dite des niveaux. En environnement professionnel, elle se base sur le type 

d’activité réalisée au poste de travail. 
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1.4.1 Métrologie atmosphérique 
 

Cette approche permet la caractérisation des mélanges d’HAP présents dans 

l’atmosphère. Elle nécessite de réaliser des prélèvements atmosphériques dans des conditions 

standardisées (norme NF X 43-294). Des pompes dont le débit est réglé à 1 L/min sont reliées en 

série à un filtre en fibre de quartz piégeant les HAP particulaires et à un support type XAD2 

piégeant les HAP gazeux. Elles sont placées soit directement sur le salarié (prélèvement 

individuel), soit proche d’une source d’émission (prélèvement d’ambiance). Les HAP seront 

ensuite extraits des supports par ultrasons et leur dosage réalisé par chromatographie liquide 

haute performance couplée à la détection par fluorescence (HPLC-FLD). 

 

La métrologie atmosphérique permet de comparer tant les niveaux d’HAP particulaires et 

gazeux issus d’une source d’émission, que leurs proportions relatives dans les mélanges, ces 

dernières variant en fonction de la source d’émission, mais restant constantes pour une même 

source. 

 

Dans l’environnement général, les concentrations atmosphériques en HAP montrent des 

variations saisonnières avec des niveaux plus élevés en hiver qu’en été [45, 57]. Dans le cas du 

BaP en milieu urbain, les concentrations en hiver peuvent être 5 fois plus élevées qu’en été [51]. 

Cette observation s’explique principalement par : 

- le nombre de sources d’émission plus importantes à cette période, avec notamment la 

présence d’émissions dues au chauffage domestique [47], 

- une modification de la répartition entre phase gazeuse et phase particulaire due à des 

différences de température ambiante, de pression de vapeur, et de concentration en 

particules [4], 
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- des phénomènes de dégradation des HAP moins importants en hiver et particulièrement 

la photodégradation et l’oxydation par l’ozone, 

- des phénomènes de dispersion atmosphérique plus limités, avec de possibles inversions 

thermiques à cette période [41]. 

 

En milieu industriel, les concentrations atmosphériques en HAP sont généralement plus 

élevées qu’en environnement général. Elles vont dépendre du nombre de sources d’émissions, du 

type d’activité professionnelle, de l’éloignement par rapport à la source et de l’existence d’un 

système d’aspiration à la source ou de filtration des émissions. Les niveaux d’exposition 

professionnels peuvent être classés comme suit [61] : 

- Exposition très élevée au BaP (supérieure à 10 µg/m3) : Cokerie, production d’électrodes 

de carbone ou de graphite, manipulation de brai, etc. 

- Exposition modérée (0,1 à 10 µg/m3) : Alumineries, aciéries, etc. 

- Exposition faible (inférieure à 0,1 µg/m3) : Productions et application de bitumes, ateliers 

de réparation d’automobile et garages, etc. 

 

Le tableau II présente des intervalles de concentrations moyennes en différents HAP, retrouvées 

en environnements général et professionnel [61]. 
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Tableau II. Concentration moyennes d’HAP en ng/m3, sur différents sites en Europe. 
 

 

En France, la Caisse Nationale d’Assurance Maladie (CNAM) recommande comme 

objectif provisoire de maintenir la concentration atmosphérique en BaP à une valeur inférieure à 

150 ng/m3. 

 

Avec la métrologie atmosphérique, il est donc possible de discriminer les sources dont la 

composition du mélange contient plus ou moins d’HAP cancérogènes et d’identifier les 
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expositions devant faire l’objet de recommandations particulières. En revanche, elle ne permet 

pas d’évaluer la dose réellement absorbée par l’organisme. En effet, elle ne renseigne que sur la 

quantité d’HAP potentiellement absorbée par voie respiratoire mais ne prend pas en compte 

l’absorption par voie cutanée ni le port d’équipements de protection individuelle. 

 

1.4.2 Surveillance biologique 
 

L’institut national de recherche et sécurité (INRS) définit la surveillance biologique 

comme : « l'identification et la mesure des substances de l’environnement de travail, de leurs 

métabolites ou des effets biologiques spécifiques précoces qu’elles induisent, dans les tissus, les 

excrétas, les sécrétions ou l'air expiré des salariés, pour évaluer l'exposition et les risques pour la 

santé, en comparant les valeurs mesurées à des références appropriées ». 

 

Cette mesure est donc représentative de la dose réellement absorbée par l’organisme. Elle 

tient compte de  l’exposition professionnelle par absorption respiratoire ou cutanée, mais 

également de l’exposition environnementale liée à la consommation de tabac, à l’alimentation ou 

à la pollution urbaine, ce qui est essentiel pour l’appréciation et la gestion du risque sanitaire 

[33]. L’efficacité des équipements de protection collective et individuelle peut également être 

évaluée. 

 

Les indicateurs utilisés pour la mesure biologique de l’exposition sont appelés 

biomarqueurs. Ils peuvent être classés en trois catégories [1, 49] : 

- Les biomarqueurs d'exposition qui correspondent à une mesure quantitative du polluant 

ou d’un de ses métabolites. Le moment du prélèvement est déterminé en fonction de sa 

cinétique d’absorption, de transformation, et d’élimination. Parmi ces biomarqueurs 
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d’exposition on distingue les biomarqueurs de dose interne qui sont généralement les 

métabolites urinaires du polluant et les biomarqueurs de dose efficace qui correspondent 

à la dose de toxique présent au niveau du site d’action, comme les adduits à l’ADN dans 

le cas d’effets cancérogènes. 

- Les biomarqueurs d’effets qui permettent de détecter des effets biologiques plus ou 

moins proches de la survenue de la maladie. Contrairement aux biomarqueurs 

d’exposition, ils ne sont pas spécifiques de l’exposition à un toxique. Certains sont dits 

précoces, comme les lésions oxydatives de l’ADN, les mutations chromosomiques, ou 

encore les mutations ponctuelles, et d’autres tardifs car plus proches de la survenue de la 

maladie, comme l’activation ou l’inhibition de gènes critiques. 

- Les biomarqueurs de susceptibilité individuelle qui incluent l’ensemble des 

caractéristiques modulant la susceptibilité des individus vis-à-vis de la survenue du 

cancer (génotypes à risque, genre, âge, etc.). 

 

Dans le cas de la surveillance biologique de l’exposition aux HAP, le dosage des 

métabolites urinaires est la méthode la plus largement employée (biomarqueur de dose interne). 

Ils sont en effet de bons indicateurs de l’exposition humaine à ces composés [66] tout en étant 

simples et fiables [39]. Néanmoins, une des difficultés de cette approche, est la validation d’un 

biomarqueur unique, représentatif de l’exposition aux différents mélanges d’HAP et de la 

toxicité qui leur est associée. 

 

Ces vingt dernières années, la dose interne de l’organisme en HAP a été principalement 

évaluée par le dosage du 1OHP. En effet, le pyrène est toujours présent en grandes proportions 

dans les mélanges atmosphériques et l’élimination de son métabolite est essentiellement urinaire, 

facilitant sa détection [33]. Cependant, le pyrène ne possède aucun pouvoir cancérogène et les 
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ratios BaP/pyrène varient considérablement selon les sources d’émission. Ainsi, la concentration 

urinaire en 1OHP ne reflète pas l’exposition interne aux HAP cancérogènes ni au BaP seul, 

lorsque la composition des mélanges varie [21, 39]. Certains auteurs proposent de pondérer la 

concentration de 1OHP par le ratio des concentrations atmosphériques BaP/pyrène afin de mieux 

apprécier le risque sanitaire [10]. 

 

Une autre possibilité est l’utilisation du 3OHBaP, métabolite mono-hydroxylé majoritaire 

du BaP, comme biomarqueur de dose interne plus proche du risque cancérogène [9]. En effet, ce 

métabolite est directement issu du seul HAP classé cancérogène certain pour l’homme par le 

CIRC [32]. De plus, Marie-Desvergne et al. a montré récemment qu’après injection de BaP chez 

le rat, la concentration urinaire de ce métabolite était très bien corrélée à celle des adduits du 

BPDE à l’ADN dans le poumon (r=0,936, p<0,001, n=32) [42]. Néanmoins, une des difficultés 

de son utilisation en population humaine, est la mise au point d’une méthode de dosage 

suffisamment sensible pour le détecter dans la matrice urinaire aux niveaux correspondants à la 

surveillance biologique. En effet, le BaP est métabolisé en de nombreux composés secondaires 

(phénols, diols, triols, etc.) et son élimination est majoritairement fécale via l’excrétion biliaire 

[48]. Ainsi, 72 heures après une injection intra-veineuse de BaP chez le rat, le 3OHBaP excrété 

dans les urines ne représentait que 0,21 % de la dose [43]. Il en résulte des niveaux urinaires de 

3OHBaP de l’ordre du ng/L, soit 1000 à 30 000 fois plus faibles que ceux du 1OHP, dans les 

urines de salariés des fours à coke tout comme dans les urines de patients traités par application 

d’onguents à base de coal-tar [2, 34, 39]. 

 

 

 



 36 

1.5 Objectif de l’étude 
 

L’objectif de ce travail est double. 

 

La première étape est la mise au point d’une méthode dosage du 3OHBaP urinaire 

possédant une limite de détection (LD) inférieure à 0,1 ng/L d’urine, afin de pouvoir l’utiliser 

dans l’évaluation de l’exposition au BaP. 

 

La deuxième partie du travail consiste à valider l’utilisation du 3OHBaP, par le biais de 

son utilisation en routine dans la surveillance biologique de salariés issus de différents secteurs 

industriels. 

 

Les données issues de notre étude devraient permettre d’améliorer les connaissances sur 

les modalités d’utilisation de ce nouveau biomarqueur d’une part, et sur les conditions 

d’exposition des salariés aux HAP cancérogènes d’autre part. 

 

Ce travail est présenté à travers une première partie résumant la méthode de dosage mise 

au point et les principaux résultats publiés dans la revue « Analyst » [5], puis une deuxième 

partie présentant les niveaux de 3OHBaP urinaire obtenus au sein de deux populations de 

salariés exposés aux HAP. 
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2. MISE AU POINT DU DOSAGE DU 

3-HYDROXYBENZO(a)PYRENE URINAIRE 
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2.1 Contexte scientifique 

 

De 1994 à nos jours, ce sont quatorze méthodes de dosage du 3OHBaP urinaire qui ont 

été publiées. L’utilisation de la chromatographie liquide couplée à un détecteur de type 

spectromètre de masse en mode tandem (LC-MS/MS) [18] ou de la chromatographie en phase 

gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS) [13] n’a pas permis d’atteindre des LD 

inférieures à 1 µg/L. Seules des techniques de chromatographie en phase gazeuse couplée à la 

spectrométrie de masse haute résolution (GC-HRMS) [55] ou de chromatographie liquide ultra 

performante couplée à un spectromètre de masse en mode tandem (UPLC-MS/MS) [58] ont 

permis d’atteindre une meilleure sensibilité (LD=0,05 ng/L). Toutefois, ces méthodes de dosage 

nécessitent une étape pré-analytique de dérivatisation chimique de l’analyte et l’utilisation de 

matériel à ce jour disponible en laboratoire de recherche uniquement et n’apparaissent donc pas 

adaptées à une utilisation en routine. 

 

A coté de ces techniques prometteuses, la plupart des études ont utilisé l’HPLC-FLD [2, 

12, 26, 31, 59, 68]. Bien que plus répandu et moins onéreux, ce type de détection est moins 

spécifique. La séparation chromatographique de l’analyte et des constituants urinaires, 

potentiellement interférents, doit donc être optimisée. De plus, une séparation efficace permet 

d’atténuer le signal du bruit de fond et d’obtenir une sensibilité satisfaisante. Ainsi, la seule 

méthode analytique publiée permettant d’atteindre une LD inférieure à 0,1 ng/L par HPLC-FLD 

a nécessité le montage d’un système de séparation chromatographique utilisant quatre colonnes 

fabriquées in situ et reliées par trois de vannes de commutation [59]. 
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Dans ce travail, l’objectif était de développer un dosage utilisable en routine dans de 

nombreux laboratoires. Deux étapes ont été associées pour atteindre la sensibilité requise : la 

concentration de l’échantillon par extraction en phase solide (SPE), afin d’augmenter le signal et 

l’analyse par HPLC-FLD à l’aide de deux colonnes chromatographiques disponibles dans le 

commerce et commutées par une vanne. 

 

2.2 Matériel et méthode 

2.2.1 Mise au point et validation analytique du dosage du 3OHBaP 

a. Pré-analytique 
 

La prise d’essai urinaire a été fixée à 10 mL en rapport avec les faibles niveaux attendus 

de 3OHBaP. Le 3OHBaP étant éliminé sous forme glucurono- et sulfo-conjuguée dans les 

urines, la première étape est l’hydrolyse enzymatique des échantillons, pour obtenir le métabolite 

sous forme libre. La β-glucuronidase/arylsulphatase (Roche) a été utilisée afin de réaliser cette 

déconjugaison. La durée de cette étape a été fixée à 2 heures conformément aux études déjà 

publiées [59, 62]. 

 

Les urines une fois hydrolysées ont été purifiées par SPE permettant l’élimination de 

nombreux composés urinaires (figure 6). Les cartouches SPE utilisées étaient des Sep-Pak C18 

d’une capacité de 500 mg (Waters). 
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Figure 6. Phases composant la SPE. 

 

Cette étape de SPE a été automatisée à l’aide d’un automate ASPEC GX-271 (Gilson) 

afin de maitriser tous les paramètres influençant la qualité de la purification des urines et le 

rendement d’extraction du 3OHBaP. De plus l’automatisation de cette tâche améliore la 

reproductibilité des analyses. Les réglages utilisés pour les différentes phases de la SPE sont 

résumés dans le tableau III. 

 

Phase de la SPE Solution Volume (mL) 

Débit appliqué 

(mL/min.) 

Conditionnement Méthanol 5,0 5,0 

 

Méthanol/Eau 

(50/50 ; v/v) 10,0 5,0 

Chargement Urine hydrolysée 20,0 10,0 

Lavage Méthanol/Eau 

(50/50 ; v/v) 10,0 10,0 

Elution Méthanol 5,0 5,0 
 

Tableau III. Paramètres de l’extraction en phase solide automatisée. 

 

Conditionnement Chargement Rinçage Élution 
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L’éluat résultant de cette étape est ensuite évaporé à sec et repris dans un volume de 1 

mL, soit une concentration par dix par rapport à la prise d’essai urinaire de 10 mL. 

 

b. Conditions analytiques 
 

Malgré l’étape pré-analytique de purification, de nombreux composés interférents sont 

encore présents dans l’échantillon concentré. Afin d’améliorer la séparation chromatographique 

et d’éliminer ces interférences, deux colonnes distinctes ont été placées en série. La première 

colonne de purification (C1) est une Supelcosil LC-18 50mm x 4mm ; 5µm (Supelco). La 

deuxième colonne d’analyse (C2) était une PAH-C18 (250mm x 3mm ; 5µm) (Waters). Le 

matériel utilisé (figure 7) était une HPLC Alliance 2695 (Waters) composée d’un module de 

séparation possédant une pompe quaternaire (P1) et couplée à une pompe 600 (P2) (Waters) par 

une vanne de commutation 10 voies 2 positions. 

 

 
 

Figure 7. Schéma du système chromatographique. P1, pompe 1 ; P2, pompe 2 ; C1, colonne 1 : 
Supelcosil LC-18 (150 x 4,6mm, 5µm) ; C2, colonne 2 : PAH-C18 (250mm x 3mm, 5µm) ; Waste, 
poubelle ; Detector, fluorimètre. 
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Ce système a été configuré pour utiliser la technique dite de « heart-cut » [35]. Après 

l’injection de l’échantillon la vanne est en position d’analyse (figure7, 1A). P1 applique un 

gradient de solvants (E1) sur la colonne C1 pour effectuer une première séparation, tandis que P2 

conditionne la colonne C2. Les composés peu retenus sur C1 sont éliminés. Entre la 18ème et la 

20ème minute de l’analyse chromatographique, la vanne passe dans sa position alternative (figure 

7, 1B). P2 applique un gradient (E2) de solvant sur les deux colonnes en série, et les composés 

urinaires élués de C1 à ce moment, dont le 3OHBaP, ne sont plus éliminés mais transférés sur 

C2. Pour finir, la vanne retourne en position d’analyse (figure 7, 1A) et une seconde séparation a 

lieu au sein de la colonne C2 à l’aide d’un gradient de solvant linéaire appliqué par P2. Les 

paramètres des gradients de solvants et des positions associées de la vanne, sont résumés dans le 

tableau IV. 

 

La détection a été assurée par un fluorimètre 2475 (Waters) dont les longueurs d’ondes 

d’excitation et d’émission sont réglées à 425 et 465 nm, respectivement. 
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Phase mobile E1 Phase mobile E2 
Temps 

(min) Tampon formiate 

0,5mM (%) 
Méthanol (%) 

Position de la vanne 
Tampon formiate 

0,5mM (%) 
Méthanol (%) 

0 100 0 A 20 80 

2 100 0 A - - 

6.0 70 30 A - - 

8 70 30 A - - 

10 50 50 A - - 

12 50 50 A - - 

13 ↓ ↓ A 20 80 

14 20 80 A ↓ ↓ 

18 16 84 B 15 85 

20 14 86 B 13 87 

24 10 90 A ↓ ↓ 

25 0 100 A ↓ ↓ 

30 0 100 A ↓ ↓ 

31 50 50 A ↓ ↓ 

32 100 0 A ↓ ↓ 

33 - - A 0 100 

35 - - A 20 80 

45 100 0 A 20 80 

 

Tableau IV. Résumé des paramètres de l’analyse chromatographique. 

 
 

c. Validation analytique 
 

La validation de la méthode de dosage a été réalisée à partir des recommandations de 

l’Association Française de Normalisation (AFNOR) [20] et de la Société Française des Sciences 

Techniques et Pharmaceutiques (SFSTP) [52]. Le rendement d’extraction, la linéarité de la 

gamme d’étalonnage, la justesse, la fidélité, la limite de quantification (LQ) et la LD de l’analyse 

ont été déterminés. 
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2.2.2 Analyses urinaires 
 

Le 3OHBaP a été mesuré dans des urines issues de la population générale non exposée 

professionnellement. Les sujets étaient des hommes et des femmes âgés de 18 à 65 ans, dont 23 

était non fumeurs et 13 étaient fumeurs (plus de 10 cigarettes par jour). 

 

Afin d’étudier le potentiel du 3OHBaP comme nouveau biomarqueur d’exposition aux 

HAP, ses niveaux urinaires ont été comparés à ceux du 1OHP, métabolite classiquement utilisé à 

ce jour. Un échantillon d’urine du matin pour l’analyse du 3OHBaP et un échantillon d’urine du 

soir pour le 1OHP ont été récoltés pour chaque sujet. Les concentrations des métabolites ont été 

corrigées par la créatinine urinaire et seuls les échantillons dont les niveaux de créatinine étaient 

compris entre 0,3 g/L et 3 g/L ont été inclus dans l’étude. 

 

Le dosage du 1OHP urinaire a été réalisé au sein du laboratoire par une méthode 

analytique déjà décrite dans la littérature [40] et répondant aux normes du système de contrôle 

externe de la qualité, organisé par la société allemande pour la  médecine professionnelle et 

environnementale. 

 

La créatinine urinaire a été mesurée par une méthode modifiée de la réaction de Jaffé, 

pour prendre en compte les variations inter et intra-individuelles de la diurèse. Les 

concentrations urinaires sont donc exprimées en nanomoles par mole de créatinine urinaire 

(nmol/mol). 

 

La significativité des résultats a été étudiée à partir du test non paramétrique de Mann-

Withney pour les comparaisons de moyennes et du test non paramétrique de Spearman pour les 

corrélations. Le risque d’erreur à été fixé à 5 % pour les deux tests statistiques. 
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2.3 Résultats et discussion 

2.3.1 Optimisation de la méthode d’extraction 
 

L’étape d’extraction du 3OHBaP est essentielle pour l’obtention d’une sensibilité 

satisfaisante. En effet, la matrice urinaire contient de très nombreux composés pouvant interférer 

avec le signal de fluorescence de l’analyte lors de sa détection. De plus, au vu des niveaux 

urinaires de 3OHBaP attendus, une concentration de l’échantillon était nécessaire. 

 

Certaines méthodes de dosage de métabolites des HAP ont utilisé l’extraction liquide-

liquide [12, 13] mais cette technique nécessite de trop grands volumes de solvants et demande 

beaucoup de temps. La SPE semblait plus appropriée et présentait une sélectivité meilleure pour 

la purification des composés urinaires interférents [26, 31, 55]. 

 

Les tests de différentes phases solides composant les cartouches d’extraction et de 

différents solvants permettant le nettoyage des urines et l’élution du 3OHBaP ont conduit à 

l’utilisation des Sep-Pak C18 500 mg (Waters). Les rendements d’extraction obtenus étaient de 

77,7 ± 7 %, 76,4 ± 0,8 % et 77,8 ± 2,0 % pour des concentrations urinaires de 3OHBaP 

respectivement de 0,4 ng/L, 3 ng/L et 10 ng/L. Ces résultats sont en accord avec ceux de 

Hollender et al. [31] et meilleurs que ceux des autres méthodes décrites dans la littérature [2, 26]. 

 

L’évaporation qui suit cette étape a été réalisée sous vide, de manière à être totale en 2 

heures sans dépasser une température de 50°C, ceci pour éviter une possible dégradation de 

l’analyte [67]. 
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2.3.2 Conditions chromatographiques 
 

Afin d’obtenir un bruit de fond le plus faible possible sans utiliser plus de deux colonnes 

chromatographiques commercialement disponibles, les compositions de la phase mobile et des 

phases stationnaires ont été optimisées. 

 

La séparation des composés dans la première colonne a été améliorée en alternant les 

modes isocratique et gradient. Le temps de commutation des deux colonnes a été réduit à 2 

minutes, de manière à transférer la totalité du 3OHBaP, tout en limitant le nombre de composés 

indésirables ayant des temps de rétention proches du 3OHBaP sur la colonne C1 de purification. 

La phase stationnaire de la colonne d’analyse C2 était spécifique des HAP, afin que le 3OHBaP 

soit mieux retenu que les autres molécules. En effet, ce métabolite présente une structure très 

proche du BaP et possède donc une forte affinité pour ce type de phase stationnaire. 

 

Pour la détection, le couple de longueur d’onde 425/460 nm (excitation/émission) a été 

retenu pour son rapport signal sur bruit de fond bien supérieur à d’autres couples proposés dans 

la littérature et testés lors de notre travail [9, 26, 31, 59]. 

 

Au final, l’analyse chromatographique et le reconditionnement des colonnes précédant 

l’injection suivante, nécessitaient 45 minutes par échantillon, ce qui est proche des temps 

d’analyse des méthodes de dosage publiées [59, 70]. 
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2.3.3 Performances de la méthode 
 

La méthode a montré une LQ de 0,05 ng/L d’urine et une LD de 0,02 ng/L d’urine ce qui 

est tout fait conforme à l’objectif de travail. Les dosages précédemment décrits et permettant 

d’atteindre une sensibilité comparable, ont été réalisés à partir d’un système chromatographique 

original [59] ou à partir d’une UPLC-MS/MS, matériel aujourd’hui disponible en laboratoire de 

recherche uniquement [58]. 

 

Le coefficient de répétabilité obtenu était inférieur à 3 % et le coefficient de fidélité 

intermédiaire inférieur à 4 % pour des concentrations de 0,2 ng/L, 2 ng/L et 16 ng/L. 

L’utilisation d’un automate pour le traitement pré-analytique a permis d’obtenir ces résultats, qui 

sont systématiquement meilleurs que les dosages déjà publiés, utilisant la SPE [18, 31, 55]. Les 

calculs de justesse ont montré des pourcentages de déviation de la valeur cible de 8,1 %, 0,3 %, 

et 5 %, pour des concentrations respectivement de 0,2 ng/L, 2 ng/L et 16 ng/L. La linéarité des 

gammes d’étalonnage a été statistiquement validée dans l’intervalle de concentrations de 0,1 

ng/L à 20 ng/L. 

 

La figure 8 présente les chromatogrammes issus du dosage d’urines contenant des 

concentrations de 3OHBaP de 0,2 ng/L (A), inférieure à la LQ (B) et de 10 ng/L (C). Le dernier 

chromatogramme est également obtenu pour une urine dont la concentration était de 10 ng/L, 

lorsque l’étape de SPE a été volontairement omise (D). 
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Figure 8. Chromatogrammes urinaires. A, sujet fumeur 3OHBaP = 0,2 ng/L ; B, sujet non fumeur 
3OHBaP < LQ ; C, urine surchargée, 3OHBaP = 10 ng/L ; D, urine surchargée et dosage réalisé sans 
l’étape de SPE, 3OHBaP = 10 ng/L. 

 

 

Quelle que soit l’urine analysée, le bruit de fond au niveau du temps de rétention du 

3OHBaP (31,1 min.) était très faible. Ainsi, un pic de 3OHBaP à 0,2 ng/L, est facilement 

quantifiable. Pour un sujet non fumeur, aucun pic parasite n’est détecté, démontrant la sélectivité 

de la méthode. Il est intéressant de voir que même lorsque l’étape de SPE est volontairement 

omise, le bruit de fond au niveau du temps de rétention du 3OHBaP est très faible. Cette étape 

pré-analytique est donc plus utile pour la concentration de l’échantillon que pour sa purification. 

Ce point est important car si la SPE reste essentielle pour pouvoir évaluer les niveaux urinaires 

de 3OHBaP des sujets fumeurs, elle devient optionnelle pour réaliser le dosage des urines de 

salariés dont les niveaux seraient supérieurs à 1 ng/L. 

 

 

 

 



 49 

2.3.4  Analyses urinaires 
 

Dans les années 1980, Jongeneelen et al. a proposé l’utilisation du 1OHP pour évaluer 

l’exposition aux HAP en mélanges [34]. Son élimination principalement urinaire et la présence 

du pyrène en grande quantité dans les mélanges atmosphériques particulaires, ont pour 

conséquence des niveaux urinaires de 1OHP de l’ordre du µg/L, facilitant son dosage en routine. 

Pour les mêmes raisons, les métabolites urinaires des HAP gazeux ont été largement étudiés [27, 

36, 53]. Des différences dans les concentrations urinaires de chacun de ces biomarqueurs ont été 

retrouvées entre des groupes de sujets fumeurs et non fumeurs, ou entre des salariés exposés par 

rapport à la population générale. Néanmoins, c’est bien l’exposition aux HAP particulaires qui 

présente un risque cancérogène pour l’homme. En ce sens, des méthodes de dosage ont été 

développées pour analyser en même temps les métabolites mono-hydroxylés du 

benzo(a)anthracène, du chrysène et/ou du BaP [12-14, 31, 46, 56]. Mais cette approche multi-

analytes manque encore de spécificité et n’a pas permis d’atteindre la sensibilité nécessaire à leur 

utilisation dans la surveillance biologique de l’exposition aux HAP cancérogènes. 

 

Dans ce travail, nous avons choisi de développer une méthode analytique spécifique du 

3OHBaP. En effet, ce dernier est le métabolite mono-hydroxylé majoritaire du BaP [9, 66], seul 

HAP classé cancérogène certain pour l’homme [32]. En revanche, du fait de l’existence d’un 

retard de 16 heures dans sa cinétique d’élimination par rapport à celle du 1OHP, les deux 

dosages ne doivent pas être réalisés dans les mêmes échantillons urinaires [21, 43]. Ainsi, afin 

d’évaluer l’exposition aux HAP sur une même journée par ces deux biomarqueurs, le 1OHP est 

dosé dans les urines récoltées le soir de l’exposition, tandis que le 3OHBaP est dosé dans les 

urines récoltés le matin après l’exposition. Les niveaux urinaires obtenus dans la population de 

l’étude sont regroupés dans le tableau V. 
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Nombre de 

cigarettes par jour 
3OHBaP 

(nmol/mol) 
1OHP 

(nmol/mol) 

 
med [min;max] 

m ± ET 
n 

med [min;max] 
m ± ET 

n (n < LD) 

Non fumeurs  
0,009 [0,003;0,023] 

0,010 ± 0,005 
23 (18) 

38 [7;167] 
42 ± 33 
23 (0) 

Fumeurs 
17,8 [10;40] 

20 ± 8.9 
13 

0,023 [0,003;0,075] 
0,029 ± 0,024 

13 (1) 

133 [33;330] 
162 ± 90 

13 (0) 

 

Tableau V. Concentrations urinaires de 3OHBaP et de 1OHP chez des sujets 
fumeurs et non fumeurs. Med, médiane ; min, minimum ; max, maximum ; m, 
moyenne ; ET, écart-type ; n, nombre d’échantillons ; (n < LD), nombre de 
dosages inférieurs à la LD. 

 

 

Dans les urines de sujets non fumeurs 78 % des concentrations de 3OHBaP sont 

inférieures à la LD alors que le 1OHP est quantifié dans tous les échantillons. 

 

Les niveaux urinaires de 1OHP sont 3,5 fois plus élevés (p<0,001), chez les sujets 

fumeurs que chez les non fumeurs et ceux et de 3OHBaP, 2 fois plus élevés (p<0,05). Le dosage 

du 3OHBaP par la méthode proposée a donc permis l’évaluation de l’exposition aux HAP au 

même titre que le dosage du 1OHP. L’augmentation plus forte du 1OHP par rapport au 3OHBaP 

entre les deux groupes est expliquée par la quantité plus importante de pyrène que de BaP, dans 

la fumée de cigarette [15]. Ces résultats confirment également la présence de 3OHBaP dans les 

urines de sujets fumeurs, à des niveaux 5000 fois plus faibles que ceux de 1OHP. Les 

concentrations de 3OHBaP urinaire quantifiées ici sont très proches de celles décrites dans la 

littérature. Ainsi, Sarkar et al. a évalué à 193 pg la quantité de ce métabolite éliminée en 24 h 

chez des sujets dont la consommation tabagique était comparable à celle de notre étude [58]. Les 

niveaux obtenus dans notre travail correspondent à une quantité éliminée en 24 h de 155 pg, en 

considérant un volume d’excrétion urinaire moyen en 24 h de 1,5 L et une concentration urinaire 
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moyenne de créatinine égale à 1.5 g/L. Lafontaine et al, a rapporté des concentrations de 

3OHBaP de 0,023 nmol/mol dans les urines de 24 h de sujets fumeurs [38]. Les concentrations 

que nous avons quantifiées le lendemain matin de l’exposition à la cigarette sont donc identiques 

à celles retrouvées dans des urines de 24 h, mais l’échantillonnage est plus simple et plus adapté 

à une surveillance biologique de routine. 
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3. UTILISATION DU 3-HYDROXYBENZO(a)PYRENE 

DANS LA SURVEILLANCE BIOLOGIQUE DE 

L’EXPOSITION AUX HYDROCARBURES 

AROMATIQUES POLYCYCLIQUES DE 

POPULATIONS PROFESSIONNELLEMENT 

EXPOSEES 
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3.1 Contexte scientifique 
 

Peu d’études ont à ce jour évalué l’exposition aux HAP en site industriel par le dosage du 

3OHBaP urinaire. Premièrement, le manque de sensibilité de plusieurs techniques de dosage a 

empêché la mise en évidence de différence entre les concentrations urinaires au sein de groupes 

exposés et non exposés [2, 12]. Deuxièmement, les résultats disponibles montrent une grande 

variabilité des niveaux de ce métabolite, mais également des ratios 1OHP/3OHBaP. Ces données 

confirment l’intérêt de procéder au dosage, par une méthode adaptée, du 3OHBaP dans les 

échantillons urinaires de salariés exposés à différentes sources d’émission de HAP. 

 

Des niveaux extrêmement élevés ont été décrits dans le secteur de la fabrication de 

disques de carbone, avec une concentration urinaire maximum en 3OHBaP de 35 nmol/mol, 

tandis que des niveaux plus faibles mais supérieurs à ceux de témoins fumeurs ont été retrouvés 

dans le secteur de la créosote, avec une concentration urinaire minimum en 3OHBaP de 0,14 

nmol/mol [38]. Une autre étude, a évalué les niveaux de 3OHBaP et de 1OHP dans les urines de 

fin de semaine fin de poste (FSFP) de plus de 200 salariés de quatre secteurs industriels 

différents [19]. Les médianes des niveaux de 3OHBaP étaient de 0,22 nmol/mol dans une usine 

de fabrication de coke, 0,46 nmol/mol dans la fabrication de pierres réfractaires, 0,51 nmol/mol 

dans une industrie de transformateurs et de 0,54 nmol/mol pour le secteur de production 

d’électrodes en graphite. Les ratios 1OHP/3OHBaP variaient de 1960 dans la production 

d’électrodes de graphite à 10140 dans la production de coke, démontrant une forte variation de la 

composition des sources d’HAP et particulièrement des ratios BaP/pyrène dans ces différentes 

industries et confirmant l’impossibilité d’évaluer précisément le risque cancérogène lié à 

l’exposition au BaP par le dosage du 1OHP uniquement. En revanche, les deux métabolites 

étaient bien corrélés dans chacun des secteurs, traduisant une certaine homogénéité des ratios 
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BaP/pyrène au sein d’une même industrie. Il est important de noter que ces résultats ont été 

obtenus à partir d’échantillons urinaires de FSFP, alors que la cinétique d’élimination du 

3OHBaP est plus lente que celle du 1OHP. En effet, Gendre et al. a montré que la moyenne du 

temps de décalage entre leur pic d’excrétion respectif était de 15 heures [21]. En ce sens, l’INRS 

recommande de réaliser un prélèvement urinaire le lendemain matin de l’exposition (soit en fin 

de semaine fin de poste + 16 heures (FSFP+16)), pour la réalisation du dosage du 3OHBaP [50]. 

Dans l’étude de Forster et al., le risque est donc une sous-estimation de l’exposition des salariés 

au BaP. Pourtant, les niveaux urinaires relevés dans les secteurs étudiés sont de dix à plus de 

vingt fois supérieurs à ceux rencontrés chez des témoins fumeurs non exposés 

professionnellement. 

 

Une valeur limite de 3OHBaP dans les urines de FSFP+16 égale à 0,4 nmol/mol à été 

proposée par l’INRS [50]. Cette valeur correspond aux niveaux attendus de 3OHBaP dans les 

urines de FSFP+16 de salariés exposés à une concentration en BaP égale à la valeur guide 

proposée par la CNAM, c’est à dire 150 ng/m3. Néanmoins, le défaut de cette approche est 

d’utiliser une corrélation mathématique entre des niveaux urinaires de 3OHBaP et des niveaux 

atmosphériques de BaP, alors que l’absorption cutanée au poste de travail est une voie 

importante d’exposition aux HAP. 

 

Le but de notre travail est d’évaluer les niveaux biologiques de 3OHBaP issus de 

l’exposition aux HAP, dans le secteur de la fabrication du silicium et celui de la fabrication 

d’électrodes de carbone. La cinétique d’élimination de ce métabolite a également été étudiée par 

la comparaison des concentrations obtenues dans les urines de début de semaine début de poste 

après 48 h sans exposition (DSDP), de FSFP et de FSFP+16. Enfin, les résultats ont été 

comparés aux niveaux de 1OHP obtenus dans ces mêmes échantillons urinaires. 
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Par ce travail, l’utilisation en routine de la méthode analytique mise au point, la 

pertinence et les modalités d’utilisation du 3OHBaP urinaire en tant biomarqueur d’exposition 

aux HAP, ont été évaluées. 

 

3.2 Matériel et méthode 

3.2.1 Population de l’étude 
 

Le groupe était constitué de 82 sujets de sexe masculin travaillant dans des usines de 

production de silicium (N=38) et d’électrodes de carbones (N=44) de la région Rhône-Alpes. La 

distribution de l’âge et la consommation de cigarettes étaient équivalentes dans les deux secteurs 

(p>0,05). 

 

3.2.2 Modalités de recueil des urines 
 

Chaque salarié a réalisé les prélèvements urinaires suivant : 

- En DSDP à son arrivée sur le site industriel, le premier jour de sa semaine de travail et 

avant sa prise de fonction, 

- En FSFP après son avant dernière journée de travail de la semaine et avant son départ du 

site, 

- En FSFP+16 à son arrivée sur le site industriel, le dernier jour de sa semaine de travail et 

avant sa prise de fonction. 

 

Les urines ont été prélevées dans des pots en polypropylène de 50 mL, puis stockées à 

+4°C sur site. Immédiatement après, elles ont été transportées en boite isothermes et congelées à 

-80°C au CHU de Grenoble. Au total 246 échantillons urinaires ont été récoltés. 
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3.2.3 Réalisation des dosages 
 

Les urines étaient précédemment décongelées à +4°C durant la nuit. 

 

Sur chacun des prélèvements urinaires ont été dosés : 

- Le 3OHBaP par la technique analytique détaillée dans le précédent chapitre [5]. 

Brièvement, un aliquot urinaire de 10 mL est soumis à hydrolyse enzymatique et à une 

étape de SPE, puis le 3OHBaP est quantifié par HPLC-FLD, 

- Le 1OHP par une technique analytique déjà décrite dans la littérature [40]. Brièvement, 

un aliquot urinaire de 2 mL est soumis à hydrolyse enzymatique puis le 1OHP est 

quantifié par HPLC-FLD, 

- La créatinine par une méthode modifiée de la réaction de Jaffé. 

 

Seuls les salariés dont les concentrations de créatinine urinaire, pour les trois moments de 

prélèvements, étaient comprises entre 0,3 g/L et 3 g/L ont été inclus dans l’étude. Au total 492 

dosages de métabolites de HAP ont été réalisés en HPLC-FLD, dont 246 après une extraction en 

phase solide. 

 

3.2.4 Statistiques utilisés 
 

Les résultats du dosage des deux biomarqueurs à chaque moment de prélèvement et dans 

chacun des groupes de salariés ont été décrits par : 

- La médiane, le minimum et le maximum, 

- La moyenne géométrique et le 95ème percentile, 

- L’effectif et le nombre de dosage inférieur à la LD. 
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Les concentrations urinaires qui étaient inférieures à la LD, quelle que soit l’analyse 

concernée, ont été remplacées par la moitié de la valeur de la LD. Le risque d’erreur (α) de tous 

les tests statistiques a été fixé à 5 % (0,05). 

 

La distribution des concentrations urinaires n’était pas gaussienne, avec beaucoup de 

faibles valeurs et quelques valeurs extrêmes. C’est pourquoi les concentrations urinaires en 

nmol/mol ont été mathématiquement transformées en leur logarithme népérien. Le test non 

paramétrique de Shapiro-Wilk a été utilisé pour s’assurer que la distribution de ces valeurs 

transformées suivait une loi normale. Ainsi, à partir de ces valeurs transformées, la significativité 

des différences entre les moyennes des concentrations des groupes, a été évaluée par le test 

paramétrique de Student (séries indépendantes et appariées) et les relations entre les 

biomarqueurs ont été étudiées par le coefficient de corrélation linéaire de Pearson (r). 

 

3.3 Résultats 

3.3.1 Concentrations urinaires de 3OHBaP 
 

Les niveaux urinaires de 3OHBaP, pour les deux secteurs industriels, sont synthétisés 

dans le tableau VI et représentés dans la figure 9 (l’échelle a été volontairement tronquée à 2,0 

nmol/mol afin de faciliter la lecture graphique). 
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3OHBaP DSDP 

(nmol/mol) 
3OHBaP FSFP 

(nmol/mol) 
3OHBaP FSFP+16 

(nmol/mol) 

 
méd [min-max] 

m ; 95ème 
N (n<LD) 

0,02 [0,01-0,93] 0,15 [0,01-1,09] 0,16 [0,01-1,21] 
0,03 ; 0,22 0,15 ; 0,74 0,17 ; 1,14 SILICIUM 

38 (9) 38 (2) 38 (1) 

0,10 [0,01-0,93] 0,40 [0,03-14,00] 0,40 [0,02-9,09] 
0,09 ; 0,39 0,37 ; 2,89 0,38 ; 4,59 

ELECTRODES DE 
CARBONE 

44 (0) 44 (0) 44 (0) 

 

Tableau VI. Concentrations urinaires de 3OHBaP chez des salariés exposés aux HAP dans les 
secteurs de la production du silicium et d’électrodes de carbone. Méd, médiane ; min, minimum ; 
max, maximum ; m, moyenne géométrique ; 95ème, 95ème percentile ; N, effectif ; n<LD, nombre de 
concentrations inférieures à la limite de détection. 

 

 

 

 

Figure 9. Boites à moustaches représentant les niveaux urinaires de 3OHBaP 
(nmol/mol). Les lignes horizontales représentent de bas en haut : le minimum, le 
25ème percentile, la médiane, le 75ème percentile et le maximum, lorsque les valeurs 
extérieures (●) et extrêmes (*), qui sont respectivement supérieures à 1,5 et 3 fois 
l’espace interquartile, sont écartées. 
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Dans le secteur de la production de silicium, 24 % des échantillons de DSDP sont 

inférieurs à la LD alors qu’ils ne sont que 5 % et moins de 3% à l’être, dans les échantillons de 

FSFP et FSFP+16, respectivement. Les niveaux en FSFP+16 sont environ 7 fois plus élevés 

qu’en DSDP (p<0,001). En revanche, ces mêmes niveaux de FSFP+16 ne diffèrent pas de ceux 

des urines de FSFP (p>0,5). La valeur maximum est retrouvée dans une urine de FSFP+16 avec 

une concentration de 3OHBaP égale à 1,21 nmol/mol. 

 

Dans le secteur de la production d’électrodes de carbone, aucun échantillon n’est 

inférieur à la LD quel que soit le moment de prélèvement. Les niveaux en FSFP+16 sont environ 

4 fois plus élevés qu’en DSDP (p<0,001). En revanche, de la même façon que dans le secteur du 

silicium, ces niveaux de FSFP+16 ne diffèrent pas de ceux des urines de FSFP (p>0,5). La valeur 

maximum est retrouvée dans une urine de FSFP avec une concentration de 3OHBaP égale à 14 

nmol/mol. 

 

Les concentrations urinaires de 3OHBaP sont 2 à 3 fois plus élevées dans le secteur de la 

production d’électrodes de carbone que dans celui de la production de silicium aux trois 

moments de prélèvements (respectivement p<0,001, p<0,01 et p<0,01). De plus, dans ce secteur 

de production d’électrodes de carbone, 50 % des salariés avaient un niveau de 3OHBaP en 

FSFP+16 supérieur à la valeur guide de 0,4 nmol/mol, contre 26 % dans le secteur de la 

production de silicium. 
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3.3.2 Concentrations urinaires de 1OHP 
 

Les niveaux de 1OHP urinaire pour les deux secteurs industriels sont synthétisés dans le 

tableau VII et représentés dans la figure 10 (l’échelle a été volontairement tronquée à 3000 

nmol/mol afin de faciliter la lecture graphique). 

 

 
1OHP DSDP 
(nmol/mol) 

1OHP FSFP 
(nmol/mol) 

1OHP FSFP+16  
(nmol/mol) 

 
méd [min-max] 

m ; 95ème 
N (n<LD) 

150 [10-590] 520 [90-2870] 330 [60-1500] 
135 ; 505 522 ; 2785 364 ; 1386 SILICIUM 

38 (0) 38 (0) 38 (0) 

280 [50-3780] 1150 [210-12270] 620 [90-9690] 
303 ; 2425 1258 ; 9338 797 ; 5793 

ELECTRODES DE 
CARBONE 

44 (0) 44 (0) 44 (0) 

 

Tableau VII. Concentrations urinaires de 1OHP chez des salariés exposés aux HAP dans les secteurs 
de la production du silicium et d’électrodes de carbone. méd, médiane ; min, minimum ; max, 
maximum ; m, moyenne géométrique ; 95ème, 95ème percentile ; N, effectif ; n<LD, nombre de 
concentrations inférieures à la limite de détection. 
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Figure 10. Boites à moustaches représentant les niveaux urinaires de 1OHP 
(nmol/mol). Les lignes horizontales représentent de bas en haut : le minimum, le 
25ème percentile, la médiane, le 75ème percentile et le maximum, lorsque les valeurs 
extérieures (●) et extrêmes (*), qui sont respectivement supérieures à 1,5 et 3 fois 
l’espace interquartile, sont écartées. 

 

 

Dans le secteur de la production de silicium, aucun échantillon n’est inférieur à la LD 

quel que soit le moment de prélèvement. Les niveaux en FSFP sont environ 3,5 fois plus élevés 

qu’en DSDP (p<0,001). Les niveaux en FSFP+16 sont environ 2,5 fois plus élevés qu’en DSDP 

(p<0,001) et 1,5 fois plus faibles qu’en FSFP (p<0,001). La valeur maximum est retrouvée dans 

une urine de FSFP avec une concentration de 1OHP égale à 2870 nmol/mol. 

 

De façon identique, aucun échantillon n’est inférieur à la LD quel que soit le moment de 

prélèvement dans le secteur de la production d’électrodes de carbone. Les niveaux en FSFP sont 
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environ 4 fois plus élevés qu’en DSDP (p<0,001). Les niveaux en FSFP+16 sont environ 2,5 fois 

plus élevés qu’en DSDP (p<0,001) et 1,5 fois plus faibles qu’en FSFP (p<0,001). La valeur 

maximum est retrouvée dans une urine de FSFP avec une concentration de 1OHP égale à 12270 

nmol/mol. 

 

Les concentrations urinaires de 1OHP sont environ 2 fois plus élevées dans le secteur de 

la production d’électrodes de carbone que dans celui de la production de silicium aux trois 

moments de prélèvements (respectivement p<0,001, p<0,001 et p<0,001). 

 

3.3.3 Influence du tabac sur les niveaux 
 

Quel que soit le secteur étudié, les concentrations urinaires de 3OHBaP ne diffèrent pas 

entre les salariés fumeurs et les salariés non fumeurs pour les prélèvements de DSDP, FSFP et 

FSFP+16 (p>0,05). La même constatation est faite pour les concentrations urinaires de 1OHP, 

sauf pour les prélèvements de DSDP dans le secteur de la production de silicium, où les niveaux 

sont significativement plus élevées chez les sujets fumeurs (p<0,05). 

 

3.3.4 Etude des ratios 1OHP/3OHBaP 
 

Les ratios des concentrations de 1OHP en FSFP sur les concentrations en 3OHBaP en 

FSFP+16 (1OHPFSFP/3OHBaPFSFP+16) et des concentrations de 1OHP en FSFP sur les 

concentrations de 3OHBaP en FSFP (1OHPFSFP/3OHBaPFSFP) ont été calculés dans chacun des 

secteurs industriels (tableau VIII et figure 11). 
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 1OHPFSFP/3OHBaPFSFP+16 1OHPFSFP/3OHBaPFSFP 

 méd [min-max] 

SILICIUM 3709 [157-21264] 3590 [415-24012] 

ELECTRODES DE CARBONE 3372 [202-18928] 3665 [723-13969] 

 

Tableau VIII. Ratios 1OHP/3OHBaP à différents temps de prélèvement dans le secteur du 
silicium et des électrodes de carbone. Méd, médiane ; min, minimum ; max, maximum. 
 

 

 

 

Figure 11. Boites à moustaches représentant les ratios 1OHP/3OHBaP. Les lignes 
horizontales représentent de bas en haut : le minimum, le 25ème percentile, la 
médiane, le 75ème percentile et le maximum, lorsque les valeurs extérieures (●) et 
extrêmes (*), qui sont respectivement supérieures à 1,5 et 3 fois l’espace 
interquartile, sont écartées. 

 

 

Aucune différence significative n’a été observée, ni entre les deux secteurs pour chacune 

des variables (p>0,5), ni entre les deux variables dans chacun des secteurs (p>0,5). 
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3.3.5 Corrélations ente les niveaux de 3OHBaP et de 1OHP 
 

Les concentrations de 3OHBaP en FSFP+16 ont été corrélées à celles de 1OHP en FSFP 

(figure 12). Pour les deux secteurs industriels, la corrélation était significative. Néanmoins, elle 

était meilleure pour le groupe de la production d’électrodes de carbone (r=0,739 ; n=44, 

p<0,001), que pour celui de la production de silicium (r=0,414 ; n=38, p<0,01). 

 

 

Figure 12. Corrélations, pour chaque secteur industriel, des logarithmes népériens des concentrations de 
3OHBaP en FSFP+16 et de 1OHP en FSFP. Les équations des droites de régression sont affichées en haut à 
gauche des graphiques, suivies des coefficients de détermination (R²). 

 

 

Les concentrations de 3OHBaP en FSFP ont également été corrélées à celles de 1OHP en 

FSFP (figure 13). Pour les deux secteurs industriels, la corrélation était significative et meilleure 

que la précédente. Encore une fois, elle était plus forte pour le groupe de la production 

d’électrodes de carbone (r=0,835 ;  n=44, p<0,001) que pour celui de la production de silicium 

(r=0,706 ;  n=38, p<0,001). 
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Figure 13. Corrélations, pour chaque secteur industriel, des logarithmes népériens des concentrations de 
3OHBaP et de 1OHP en FSFP. Les équations des droites de régression sont affichées en haut à gauche des 
graphiques, suivies des coefficients de détermination (R²). 

 

 

A partir de l’équation des droites de régression, la valeur de 1OHP urinaire correspondant 

à une concentration en 3OHBaP en FSFP+16 égale à 0,4 nmol/mol a été calculée. Dans le 

secteur de la production de silicium, la concentration attendue de 1OHP était de 2,87 µmol/mol 

en FSFP, tandis que dans le secteur de la production d’électrodes de carbone, la concentration 

attendue de 1OHP était de 1,33 µmol/mol en FSFP. 
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3.4 Discussion 
 

Sur les 492 dosages réalisés dans cette étude, moins de 3 % des échantillons avaient une 

concentration urinaire en 3OHBaP ou en 1OHP inférieure aux LD. Seules les concentrations de 

3OHBaP issus du secteur de la production de silicium étaient concernées et 75 % d’entre elles 

(N=9) ont été retrouvés dans les urines de DSDP. Ce résultat est expliqué par l’élimination des 

métabolites pendant la période de 48 heures sans activité qui précède les dosages de DSDP. Les 

techniques analytiques utilisées ont donc démontré leur capacité à réaliser la surveillance 

biologique de l’exposition professionnelle aux HAP dans les secteurs étudiés. 

 

Par rapport aux niveaux obtenus chez des sujets fumeurs [5], les concentrations de 

3OHBaP sont respectivement 7 fois plus élevés dans le secteur du silicium et 17 fois plus élevés 

dans celui des électrodes de carbone. Les niveaux de 1OHP sont respectivement 2,5 fois et 4,5 

fois plus élevés. La différence d’augmentation des concentrations urinaires des deux 

biomarqueurs s’explique principalement par la proportion de BaP plus importante dans les 

sources d’émission industrielles étudiées que dans le mélange issu de la combustion du tabac, et 

dans une moindre mesure par la quantité de pyrène plus élevée que celle de BaP dans la fumée 

de cigarette [15]. Cet accroissement plus marqué des niveaux de 3OHBaP prouve sa spécificité 

en tant que biomarqueur d’exposition aux HAP dans les secteurs étudiés, avec une influence 

négligeable du facteur tabac sur ses niveaux urinaires. 

 

Pour le secteur de la production des électrodes de carbone, les quantités urinaires de 

3OHBaP mesurées sont comparables à celles relevées dans la littérature. En effet, dans notre 

travail, la médiane des concentrations en FSFP est égale à 0,40 nmol/mol alors que Forster et al. 

trouve une médiane égale à 0,54 nmol/mol au même moment de prélèvement dans les urines 

d’un groupe de 26 salariés de ce même secteur industriel [19]. L’intervalle des niveaux de 1OHP 
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mesuré dans notre travail (min = 210 nmol/mol ; max = 12270 nmol/mol) est proche des 

intervalles rapportés dans une revue de la littérature, bien que les niveaux maximum y soient 

souvent supérieurs [28]. Néanmoins, dix années séparent notre travail de l’étude la plus récente 

de cette revue de la littérature, laps de temps durant lequel des améliorations techniques ont pu 

être apportées aux postes de travail, diminuant ainsi l’exposition aux HAP. 

 

A notre connaissance, aucune donnée concernant les niveaux de 3OHBaP dans le secteur 

du silicium n’a été publiée. Par contre, les médianes des concentrations de 1OHP en DSDP et en 

FSFP, respectivement égales à 150 et 520 nmol/mol dans notre étude, sont équivalentes à celles 

retrouvées par Marie et al. dans ce même secteur industriel [44]. 

 

En revanche, les résultats de la cinétique d’élimination des deux biomarqueurs présentés 

ici, diffèrent des données de la littérature. En effet, pour les deux secteurs industriels étudiés, les 

concentrations de 3OHBaP sont identiques entre les urines de FSFP et celles de FSFP+16, alors 

que Gendre et al. rapporte un maximum d’excrétion urinaire de ce métabolite 25,5 heures après 

l’exposition, soit le lendemain matin, dans un groupe de 42 salariés exposés [21]. De plus, 

Lafontaine et al. calcule une demi-vie d’élimination moyenne du 3OHBaP faisant suite à son 

maximum d’excrétion urinaire, égale à 8,8 heures dans un groupe de 38 salariés exposés [39]. 

Dans notre étude, les niveaux de 3OHBaP dans les urines de FSFP, soit 16 heures après le 

maximum d’excrétion lié à l’exposition de la veille, devraient donc être en moyenne 4 fois plus 

faibles que ceux de FSFP+16. De la même façon, Lafontaine et al., calcule une demi-vie 

d’élimination moyenne du 1OHP de 7,3 heures, ce qui implique des niveaux urinaires de ce 

métabolite dans les urines de FSFP+16 logiquement 4 fois plus faibles que ceux de FSFP, alors 

que dans notre travail ils ne le sont que de 1,5 fois. Nos résultats s’expliquent par l’accumulation 

des HAP dans l’organisme lors de la semaine de travail. En effet, dans notre étude, les salariés 
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ont été exposés aux HAP pendant une semaine complète d’activité professionnelle tandis que les 

études de Gendre et al. et de Lafontaine et al. ont été réalisées lors d’une unique journée de 

travail après 36 heures d’inactivité. Ainsi, une fois distribués dans l’organisme, et en particulier 

dans le tissu adipeux, les métabolites des HAP subissent un lent relarguage dans la circulation 

générale, responsable d’une exposition diffuse et retardée dans le temps. Les niveaux mesurés en 

FSFP et en FSFP+16 sont donc liés aux expositions cumulées des différents jours de la semaine. 

Puisque le 1OHP possède un caractère hydrophobe moins marqué que le 3OHBaP (nombre de 

cycles aromatiques inférieur), son affinité pour le tissu adipeux est moindre, son élimination est 

donc plus rapide et ses niveaux varient entre les moments de prélèvements de FSFP et de 

FSFP+16 malgré l’accumulation durant la semaine. Cette affirmation semble néanmoins ne 

s’appliquer qu’en cas d’expositions à des niveaux élevés, puisque d’importantes variations dans 

les concentrations de 3OHBaP apparaissent entre les urines prélevées le soir et le lendemain 

matin chez des sujets fumeurs, alors que leur exposition est par définition chronique (résultats 

non publiés issus de la population générale). 

 

L’effet du tabac sur les concentrations urinaires des deux biomarqueurs étudiés n’est 

visible que pour le dosage du 1OHP dans les prélèvements de DSDP des salariés du secteur de la 

production de silicium. Ceci s’explique par une augmentation des métabolites urinaires liée à 

l’exposition durant la semaine de travail plus importante que la hausse des niveaux induit par la 

consommation de cigarettes. Le 3OHBaP étant éliminé très lentement de l’organisme, sa 

concentration après 48 heures d’inactivité (après le repos hebdomadaire) est encore 

majoritairement issue de l’exposition de la semaine précédente, tandis que le 1OHP, éliminé plus 

rapidement, montre des niveaux en DSDP lié au tabagisme des sujets. Néanmoins, dans le 

secteur des électrodes de carbone, aucune différence n’est retrouvée dans les concentrations 

urinaires de 1OHP en DSDP chez les sujets fumeurs et non fumeurs, car les niveaux d’exposition 
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aux HAP y sont plus élevés que dans le secteur du silicium et la dose interne en 1OHP des 

salariés en fin de semaine plus importante, donc plus longue à être totalement éliminée de 

l’organisme. Ainsi, non seulement l’effet du tabac n’est observable durant la semaine de travail 

qu’en cas d’exposition professionnelle faible [12], mais également après le repos hebdomadaire, 

ce qui confirme l’accumulation des métabolites des HAP dans l’organisme lors de fortes 

expositions répétées. 

 

Pour les deux secteurs étudiés, la moyenne des ratios 1OHP/3OHBaP ne diffère pas 

lorsque les dosages sont réalisés au même temps de prélèvement ou après la prise en compte du 

décalage dans la cinétique d’élimination urinaire du 3OHBaP. Ce résultat est facilement 

compréhensible du fait d’une absence de différence entre les niveaux de 3OHBaP en FSFP et en 

FSFP+16. Ces ratios sont relativement faibles et ne diffèrent pas en fonction du secteur étudié. 

Ceci confirme l’exposition des salariés à des mélanges d’HAP contenant une forte proportion de 

BaP au sein de ces activités, avec un risque cancérogène important. A titre de comparaison, les 

expositions à la créosote, dans lesquelles le BaP est moins présent, produisent des ratios de plus 

de 30 000, alors que dans les industries de l’électrométallurgie, ses derniers peuvent être 

inférieurs à 2000 [39]. 

 

Dans le secteur du silicium, les coefficients de détermination entre le 3OHBaP, dosé en 

FSFP+16 ou en FSFP, et le 1OHP dosé en FSFP sont inférieurs à 0,5. Ceci traduit une 

hétérogénéité des sources, et donc des mélanges d’HAP, auxquels les salariés sont exposés à 

travers les différentes activités de ce secteur. Il semble donc important de mieux caractériser les 

différentes tâches réalisées dans cette industrie, afin de connaitre les postes les plus exposés au 

BaP. Gendre et al. fait la même constatation dans une usine de fabrication de pigeons d’argile 

avec un coefficient égal à 0,22 [22]. Pour l’industrie des électrodes, les coefficients de 
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détermination sont systématiquement supérieurs à 0,5 dans notre étude, indiquant une relative 

homogénéité des sources d’exposition. De plus, la valeur du coefficient issu de la corrélation des 

deux métabolites dosés au même temps de prélèvement (en FSFP) est proche de celle retrouvée 

par Forster et al dans les mêmes conditions de prélèvement au sein du secteur des électrodes de 

graphite [19]. En revanche, contrairement aux données de la littérature, nos corrélations sont 

meilleures lors du dosage des deux métabolites en FSFP que lors du dosage du 3OHBaP en 

FSFP+16 et du 1OHP en FSFP, pour les deux secteurs étudiés. En effet, Gendre et al. montre 

que l’analyse du 3OHBaP dans les échantillons de FSFP+16 permet d’obtenir une corrélation 

significative (r=0,59) proche de celle obtenue en utilisant les prélèvements correspondant au 

maximum d’excrétion de chacun des métabolites (r=0,80), alors qu’il ne trouve pas de 

corrélation lors du dosage des deux métabolites en FSFP (r=0,22) [22]. Mais cette étude évalue 

l’exposition lors d’une unique journée de travail après un repos hebdomadaire, or, dans ce cas, le 

maximum d’excrétion du 3OHBaP se situe 25,5 heures après le début de l’exposition et les 

niveaux en fin de poste ne diffèrent pas de ceux de début de journée. Nos résultats montrent donc 

que pour les secteurs industriels étudiés, la dose interne de l’organisme en HAP liée à 

l’accumulation durant la semaine de travail est mieux évaluée par le dosage des deux 

biomarqueurs en FSFP, plutôt que lors de la prise en compte du retard d’élimination du 

3OHBaP. 

 

Bien que les corrélations entre les deux métabolites soient significatives, les équations 

des droites de régression varient entre les deux secteurs industriels. Ainsi, la concentration en 

1OHP dans les urines de FSFP, calculée à partir des valeurs de 3OHBaP en FSFP+16, varie de 

plus de 100 % d’un secteur à l’autre. Ce résultat démontre l’impossibilité de l’utilisation unique 

du 1OHP dans la surveillance biologique des salariés, pour évaluer les risques sanitaires 

cancérogènes liés à l’exposition aux HAP. 
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