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Résumé

Le lait peut étre utilis¢é comme indicateur de pollutions environnementales car en général
on est assur¢ de la bonne tragabilité de sa collecte.

De nombreux solvants ont ¢été utilisés pour séparer les principales phases du lait
(protéines, lipides, sérum). Le mélange de solvants utilisé pour cette étude est le suivant : 1 vol.
de lait, 1 vol. de solution NaCl a 0,9%, 2 vol. d’éthanol et 4 vol. de dichlorométhane. Le plomb
et le cadmium se retrouvent alors totalement dans la phase protéique alors qu’aucune trace de
ces ¢léments n’est décelée dans les deux autres fractions. Les dioxines et PCBs se retrouvent en
totalité dans le dichlorométhane. Ces deux phases se conservent aisément pour étre soumises a
une analyse ultérieure.

La méthode analytique qui a ét¢ mise au point permet aussi d’abaisser considérablement
les seuils de détection. On obtient ainsi des limites de détection dans le lait de 0,14 pg.L" pour
Pb et de 0,01 pg.L" pour Cd. En ce qui concerne les PCBs et les dioxines, les limites de
détection et de quantification de la méthode d’analyse appliquée au lait sont, grace a 1’étape de
traitement de 1’échantillon, 100 fois plus basses que celles de la méthode de mesure par elle-

méme.

Mots-clés : Lait, plomb, cadmium, dioxines, PCBs, protéines, lipides, LD

Abstract

Milk can be used as an excellent indicator of environmental pollution in general because it

is assured of good traceability of its collection.
Many solvents were used to separate the main phases of milk (proteins, lipids, serum). The
mixture of solvents used in the study is as follows: 1 vol. milk, 1 vol. solution at 0.9% NacCl, 2
vol. ethanol and 4 vol. dichloromethane. Lead and cadmium are totally localised in the protein
phase while no trace of these is found in the other two fractions. All the dioxins and PCBs are
found in dichloromethane. These two phases are easy to stock for later analysis.

The analytical method which was developed can also significantly lower the limit of
detection. This leads to a limit of detection in milk of 0.14 ug.L'1 for Pb and 0.01 ug.L'1 for Cd.
With regard to PCBs and dioxins, thanks to the treatment stage of the sample, the limits of
detection and quantification of the method of analysis when applied to milk, 100 times lower

than those of the basic method of measurement.

Key words: Milk, lead, cadmium, dioxins, PCBs, proteins, lipids, LD
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INTRODUCTION

La pollution de notre environnement est devenue une préoccupation majeure a
I’échelle mondiale. Pendant de longues années et dans bien des pays, une industrialisation
et une urbanisation rapides mais mal controlées ont eu pour conséquence des rejets
sauvages de déchets industriels et ordures ménageres dans I’environnement. Les guerres
chimiques, faisant appel a 1’agent orange par exemple, ont laiss¢ de nombreux sites
pollués. A T’heure actuelle, les combustions industrielles ou domestiques (sidérurgie,
chauffage au charbon ou au fuel, incinération des ordures ménageres ou de déchets
industriels, etc.), les feux de forét, la décomposition des engrais chimiques, des herbicides,
des insecticides, etc. représentent autant de sources de contamination. Dans les zones
d’¢levage et de culture maraicheére polluées par des €léments toxiques, comme certains
métaux lourds, la sécurité des produits alimentaires n’est pas assurée : on a pu constater de
nombreuses intoxications aigués chez ’homme, dues a 1’absorption d’aliments contaminés.
Ceci montre bien I’intérét qu’il y a de développer des méthodes d’analyse, en vue de
controler la qualité¢ des produits agro-alimentaires mais aussi pour les utiliser, lorsqu’on
connait leur provenance, comme moyen de détecter certaines pollutions
environnementales. Il nous a donc semblé utile de voir dans quelle mesure certaines
matrices agro-alimentaires - le lait par exemple - pourraient étre prises comme indicateurs
de pollutions environnementales.

L'objectif général de notre de thése sera de développer des méthodes rapides
d'analyse physico-chimique, ayant des seuils de détection aussi bas que possibles, puis de
les valider en vue de leur application a de grandes séries d'échantillons agro-alimentaires,
qui pourront étre alors utilisés comme indicateurs de pollutions.

Le lait et les produits laitiers jouent un réle important dans 1’alimentation humaine,
du moins dans les pays ayant un niveau de vie assez élevé. Le lait est un aliment que
produisent les mammiferes, dont la physiologie et I’anatomie font qu’il constitue un filtre
naturel lors d’une éventuelle contamination par des métaux ou des molécules toxiques.
C’est pourquoi nous avons choisi cette matrice pour notre étude, sachant aussi que sa
collecte est généralement organisée avec une bonne tragabilité. Les contaminations
¢tudiées seront, d'une part, les pesticides (détermination de molécules toxiques, comme
certaines molécules de la famille des PCBs, etc.), d' autre part, les métaux toxiques (le

plomb et le cadmium, par exemple).



Les méthodes de mesure mises en ceuvre pour ce travail seront celles habituellement
employées : d’une part, le couplage GC-ECD et le couplage GC-MS pour les molécules
toxiques, d'autre part, la SAA pour les métaux toxiques. Mais, pour accéder a des méthodes
rapides de dosage et a des niveaux de concentration aussi bas que possibles, c'est surtout
I'¢tape de traitement de I'échantillon analytique qu’il faudra étudier. Il est en effet
nécessaire de faire sauter le verrou que constitue cette étape, limitante quant a la durée et a
I'automatisation de l'analyse mais aussi quant a l'erreur, en termes de justesse et de
répétabilité. Une voie possible est d'avoir recours a des méthodes rapides d'extraction ou de
minéralisation par l'utilisation de micro-ondes en systemes ouverts ou fermés.

Il sera possible par la suite, en s'appuyant sur les résultats obtenus, d’essayer de
mettre au point des méthodes de tri rapide des échantillons (contaminés ou non) en faisant
appel a d'autres méthodes de mesure qui ne nécessitent pas ou minimisent le traitement
préalable de 1'échantillon analytique : on pourra faire appel dans ce but a la fluorimétrie ou
aI’'ICP-MS.

Ce travail de thése a une portée générale et concerne donc tous les analyticiens mais,
dans I’'immédiat, il devrait contribuer a résoudre des problémes environnementaux qui se
posent aujourd'hui au Vietnam.

La pollution de I’environnement est en effet I’un des problémes majeurs du Vietnam, pays
agricole qui, aprés de longues années de guerre, a connu une industrialisation et une
urbanisation rapides. A ce jour, les ressources en eau que constituent le fleuve Rouge et le
fleuve Lo, deux fleuves importants du nord du Vietnam, sont gravement polluées par les
zones industrielles de Viet Tri, de Bai Bang et de Lam Thao, en raison de technologies de
production arriérées et d’un rejet direct a la riviere des eaux usées, sans traitement
préalable ; des métaux toxiques aussi bien que des composés organiques contribuent a la
pollution. A Hanoi, des usines de piles, de textile, des tanneries... évacuent aussi leurs
eaux usées, sans aucun traitement, vers des zones d’¢levage de poissons et de cultures
maraichéres qui fournissent les marchés de la capitale. Dans le sud aussi, les rejets
provenant de la grande zone industrielle de Bien Hoa, qui contiennent des huiles, des
contaminants organiques et des métaux toxiques (Ni, Pb, Cr, Cu, Zn, Hg, Cd, As, Mn...),
ont tu¢ une part importante des poissons ¢élevés par les paysans des régions voisines. Ainsi,
les fortes concentrations en de nombreux métaux toxiques dans les sols et les aquiferes
s’ajoutent a I’utilisation d’engrais et d’herbicides — dont certains s’inscrivent méme dans la
liste des engrais interdits en culture — font que les produits qualifiés de « Iégumes et fruits

propres », destinés a la consommation des habitants d’Hanoi et d’autres grandes villes,
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contiennent des éléments toxiques dépassant les teneurs autorisées (métaux toxiques,
résidus de pesticides). Ces produits ne sont contr6lés par aucune institution avant leur mise
sur le marché. De plus, I'utilisation en ¢élevage de stimulants de croissance, d’aliments et
d’eaux contaminés rend la qualit¢ des viandes de plus en plus mauvaise. Certaines
molécules toxiques de la famille des dioxines ou des PCBs persistent dans certaines
régions ( A Luoi, Quang Tri, Binh Duong...) et pénétrent dans des aliments qui sont vendus
sur les marchés en de grandes quantités et sans aucun contrdle. On assiste a de nombreuses
intoxications aigu€s dues a ces aliments contaminés, ce qui implique de trouver des

solutions pour le contrdle de leur qualité.



Chapitre 1

Le lait et ses contaminations




CHAPITRE 1 : LE LAIT ET SES CONTAMINATIONS

1.1. LE LAIT ET LES PRODUITS LAITIERS

1.1.1. Caractéristiques essentielles du lait

Le lait est un liquide sécrété par les glandes mammaires de la femme ou de la femelle
aprés I’accouchement ou une mise bas. C’est un liquide de composition complexe, blanc et
opaque, ayant une saveur douce, avec un pH voisin de la neutralité. Le lait est 1’aliment
naturel des jeunes mammiféres durant la période critique de leur existence qui suit tout
juste leur naissance et qui est caractérisée par une croissance rapide nécessitant une
alimentation particuliére totalement adaptée. La composition complexe du lait répond a
cette fonction. La mamelle représente également un émonctoire : on va trouver dans le lait
des substances d’élimination sans valeur nutritive (Alais C., 1965).

Le lait est une émulsion de matic¢re grasse, sous forme globulaire, dans un liquide qui
présente des analogies avec le plasma sanguin. Ce liquide est lui-méme une suspension de
mati¢res protéiques dans un sérum ; ce dernier est une solution neutre contenant
principalement du lactose et des sels. Il y a donc dans le lait quatre types de constituants
importants : graisses, protéines (cas€ine et albuminoides), lactose, sels. Mais il y a aussi de
nombreux autres constituants, présents en de faibles quantités : lécithines, vitamines,
enzymes, nucléotides, gaz dissous, etc. (Guérault A. M., 1960).

La composition du lait varie au cours du cycle de la lactation et, a 1’époque de la
naissance, la mamelle sécrete le colostrum, liquide différent du lait, surtout dans ses parties
protéiques et salines. L’état de santé influe également sur la composition du lait (lait
pathologique), alors que la composition d’un lait «parfait» varie notablement d’une espéce
animale a I’autre.

Le lait est un produit trés facilement altérable, par la chaleur en particulier : des
microorganismes nombreux peuvent proliférer dans le lait, notamment ceux qui dégradent
le lactose, avec une production d’acide ayant comme conséquence la floculation d’une
partie des protéines. Le lait n’ayant qu'une faible et éphémeére protection naturelle, son
usage pour 1’adulte et pour les transformations industrielles exige des mesures de défense
contre I’envahissement par les microbes et contre 1’activité¢ des enzymes (Alais C., 1965).

Les laits sont d’origines trés diverses : lait humain, lait de jument, lait d’anesse, lait

de vache, lait de chévre, lait de brebis, lait de bufflesse, lait de renne, lait de truie, lait de



chatte, lait de chienne, lait de lapine, lait de marsouin, lait de baleine, etc. Le lait de vache
est I’un des aliments les plus économiques pour I’homme.

La liste des produits laitiers et des produits dérivés du lait est encore plus longue,
qu’il s’agisse des laits de consommation non modifiés (lait cru, lait pasteurisé et stérilis¢) ;
des laits concentrés (condensés ou évaporés) ou desséchés par action de la chaleur (poudre
de lait), exceptionnellement par lyophilisation (lait humain); des laits modifiés (laits
médicaux, aromatisé€s stérilisés, laits fermentés ou aigris : yaourt, lait acidophile, kéfir) ; de
créme ( partie du lait trés riche en matieére grasse, séparée du lait écrémé par décantation
ou centrifugation) ; de beurre ( obtenu par barattage de la créme ; la mati¢re grasse n’est
plus alors dans son état originel car on a séparé le babeurre qui a une composition voisine
de celle du lait écrémé) ; des fromages obtenus par coagulation du lait, généralement sous
I’action de la présure (le coagulum est séparé¢ du petit-lait — sérum contenant les substances
solubles — pour former le fromage apres égouttage et affinage ; il contient la caséine et la
graisse du lait) ; enfin de sous-produits issus des sérums (lactose et acide lactique, alcool,
aliments divers : fromage de petit-lait, concentré de protéines, produits vitaminés, etc.)

(Alais C., 1965).
1.1.2. Importance du lait et des produits laitiers pour la vie

La sécrétion lactée de mammiferes domestiques a été développée par ’homme qui
bénéficie ainsi d’un excédent considérable pour son alimentation. Le lait et les produits
laitiers occupent une place importante dans I’alimentation humaine, en particulier dans les
pays ayant un niveau de vie assez ¢levé. Il est souvent dit et écrit que « le lait est un
aliment parfait ». Ce qualificatif est excessif. Les données suivantes doivent cependant étre
prises en compte :

1. Le lait de la mére est un aliment complet pour I’enfant au début de son existence.

2. Le lait d’un animal producteur est un excellent aliment pour 1’adulte de la méme
espéce ou d’autres especes, mais il ne peut couvrir tous les besoins si 1’on considere les
quantités normalement ingérées. Pour I’homme, le lait de vache est un aliment de grande
valeur car il fournit plus de substances alimentaires essentielles que tout autre aliment
naturel. Cependant, il y a des facteurs limitants : on sait, par exemple, que la prolongation
d’un régime exclusivement lacté, apres le premier age, a des effets anémiants (carence en
fer). La couverture des besoins énergétiques chez 1’adolescent ou [’adulte exigerait
I’ingestion de quantités de lait excessives, non tolérées par la plupart des individus. Il faut

noter cependant qu’un litre de lait de vache apporte environ 650 calories et couvre pres de



la moiti¢ des besoins en énergie de 1’enfant de cinq ans, prés du quart dans le cas de
I’adulte.

3. Le lait de vache est un des aliments les plus économiques pour 1’homme. Par
exemple, le lait fournit des protides de haute valeur biologique qui reviennent cing fois
moins cher que ceux du beefsteak ou du poulet, trois fois moins cher que ceux du poisson.
L’importance alimentaire du lait réside principalement dans les protéines, le calcium,
certains oligo-¢éléments (Voir tableau 1) et les vitamines A, By, B,, C, D, etc. En France,
compte tenu des habitudes alimentaires, le lait peut étre considéré comme un « aliment de
sécurité » ou comme un «aliment protecteur ». Ces mémes désignations s’appliquent

¢galement au fromage.



Tableau 1 : Teneurs en oligo-éléments du lait humain et du lait de vache

(source : Renner E., 1983 et 1989)

Oligo-¢léments

Teneurs (ng.L™")

Lait humain Lait de vache
Aluminium 500 600-1000
Arsenic 50 <50
Baryum 40 -
Bore 80 150-300
Brome - 150
Cadmium 114 <1
Chrome 40 15-30
Cobalt 12 0,5
Cuivre 380 20-40
Etain 100-1000
Fer 660 200-500
Fluor 50 70-200
Iode 80 10-300
Manganese 20 10-300
Mercure - <1
Molybdene 2 70
Nichel 25 -
Plomb 30 2-10
Séléniumn 20 10-30
Silicium 700 1000-6000
Strontium 100 350
Titane 100 -
Vanadium 7 -
Zinc 2430 3000-6000




1.2. SOURCES DE CONTAMINATION EN METAUX TOXIQUES (Pb,
Cd)

Le lait constitue un filtre naturel des métaux toxiques, les contaminations les plus

fréquentes étant celles qui concernent le cadmium, le plomb et le mercure. Une
contamination par le mercure, méme si elle demeure possible, reste un phénomene
extrémement rare pour les mammiferes terrestres.
Les principales sources de contamination des produits laitiers par les métaux toxiques sont
d’origine industrielle : on peut en particulier citer les nombreuses manipulations de
peinture ou d’essence, les batteries (plomb, mercure, cadmium) mais aussi la sidérurgie, la
métallurgie, les mines (fumées) et les tanneries (chrome). Il faut également mentionner
des contaminations qui, bien que d’origine naturelle, ne sont pas négligeables pour autant :
les volcans, les feux de forét (arsenic) ou des sols riches en minerai (mercure) (Oskarsson
A.etal., 1998 ; Swarup D. et al., 1997).

Le plomb est essentiellement ingéré sous la forme d’aliments contaminés ou par le
contact mains-bouche aprés qu’on ait touché des objets sur lesquels du plomb s’est déposé.
Il y avait autrefois beaucoup de cas de saturnisme (intoxications par le plomb) chez les
travailleurs des mines et fonderies de plomb, chez les typographes dans I’imprimerie, chez
les peintres, chez les marins et soldats ravitaillés au moyen de boites de conserve qui
comportaient autrefois des soudures au plomb. De méme, ’utilisation de conduites d’eau
potable en plomb dans des régions ou I’eau était peu calcaire doit €tre incriminée.
Mentionnons aussi les gaz d’échappement des voitures. Toutefois, la pollution par le
plomb a été fortement réduite, grace a I’amélioration de I’hygiéne de travail, a
I’interdiction des peintures au plomb, a la réglementation concernant la libération du
plomb dans les conserves alimentaires, au remplacement des conduites d’eau en plomb par
des tuyaux en matiere synthétique et a I’essence sans plomb.

On ne peut absorber que de 5 a 6% du cadmium présent dans notre alimentation
mais, lorsque cet élément a pénétré dans 1’organisme, il ne peut que difficilement étre
¢liminé, une bonne moitié se fixant dans les reins, un peu moins dans le foie. Le cadmium
est extrait du minerai de zinc et surtout utilisé¢ dans I’industrie €lectrique, €lectronique et en
métallurgie. On le retrouve encore dans certaines peintures anti-rouille et anti-taches et
dans la coloration de divers plastiques (jouets, palettes de biére). Pour éliminer de
I’environnement les produits contenant du cadmium aprés leur utilisation, ce sont les

moyens mis en ceuvre pour la collecte et le traitement qui jouent un role important.

10



1.3. SOURCES DE CONTAMINATION DU LAIT ET DES PRODUITS
LAITIERS EN COMPOSES ORGANIQUES TOXIQUES
(MOLECULES DE LA FAMILLE DES DIOXINES OU PCBS)

Le terme « dioxine » est employé pour désigner deux familles d’hydrocarbures
aromatiques polycycliques halogénés (HAPH) dont les structures de base sont présentées
sur la figure 1 : les polychlorodibenzoparadioxines (PCDD) et les polyclorodibenzofuranes

(PCDF) :

° 1 9
2 O 8 2 : : 8
3 O 7 3 O 7
4 6 4 6
Dibenzoparadioxine Dibenzofurane

Figure 1 : Formules de base des PCDDs et PCDFs.

Les molécules peuvent renfermer de 1 a 8 atomes de chlore occupant différentes
positions sur la structure de base, ce qui représente prés de 210 molécules de « dioxine ».
Seuls les congénéres comportant un minimum de 4 atomes de chlore occupant les positions
2,3,7 et 8 sont toxiques. Le congénere le plus toxique est la 2,3,7,8-TCDD et la toxicité
diminue lorsque le nombre d’atomes de chlore croit. Dans les produits laitiers, il est
convenu de mesurer les teneurs pour 17 congéneres (7 dioxines et 10 furanes) (Laloux L.,
2003)

Les dioxines sont des substances résultant essentiellement de combustions
industrielles ou domestiques (incinération des déchets, sidérurgie, chauffage au charbon et
fuel). Les guerres qui ont utilisé I’agent orange (Dwernychuk L. W. et al., 2002) — la
concentration de TCDD dans 1’agent orange va de 0,005 mg/l a 50,0 mg/l — ou des armes
chimiques ont pollué¢ certaines régions par des molécules toxiques de la famille des
dioxines, que I’on retrouve aussi dans de nombreux pays car elles peuvent voyager sur de
longues distances par voie aérienne. Ces composés peuvent également avoir une origine
naturelle, se formant lors de feux de forét, de réactions photochimiques ou de processus

biologiques (composts). Les dioxines sont enfin des sous-produits de réactions chimiques,
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notamment celles faisant intervenir les polychlorobiphényles (PCBs) : ceux-ci, utilisés
comme isolants thermique et électrique dans les transformateurs et les condensateurs,
conduisent a la formation et a la dissémination de dioxines en cas de combustions

accidentelles.

PCBs

Figure 2 : Formule de base des PCBs.

Les PCBs sont produits chimiquement a grande échelle depuis 1930. Théoriquement,
ils correspondent a 209 molécules différentes (Figure 2). Les PCBs sont difficilement
solubles dans I’eau ; ils conduisent bien la chaleur, trés mal 1’¢lectricité ; ils ne sont ni
corrosifs ni inflammables. Toutes ces propriétés spéciales expliquent leur grand succes.
Depuis 1930, on estime que la production mondiale a atteint 1,5 millions de tonnes.
Comme on vient de le dire, ils sont utilisés dans les transformateurs et condensateurs,

comme liquide hydraulique, comme liquide de refroidissement, etc.
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(Des éléements toxiques peuvent étre échangés entre ces différents compartiments)
A

Iy 1
v ¥ ¥ v
Eléments toxiques Eléments Eléments Eléments
dans les aliments toxiques dans toxiques dans toxiques dans
des animaux I’eau le sol I’air

ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ

Femelles mammiferes
(vache, chévre, brebis, bufflesse, etc.)

ﬂ

Lait cru
Usine de
— transformation du lait
“ (Contamination par des
élements toxiques)
<——
Produits laitiers

Figure 3 : Sources de contamination du lait en ¢léments toxiques

La figure 3 présente les différentes sources de contamination du lait.

En ce qui concerne le plomb (Pb) : des mines de galéne sont exploitées depuis tres
longtemps et le plomb utilis¢ a des fins diverses, par exemple pour la production de
canalisations d'eau, de conteneurs et méme, sous forme d'acétate, pour adoucir le vin
(acétate de plomb). La production mondiale se chiffre aujourd’hui a plusieurs millions de
tonnes. Le plomb sert a la fabrication d'accumulateurs, dans la soudure, dans les cables, les
pigments et agents antirouille (minium/oxyde de plomb), en de grandes quantités
¢galement comme agent antidétonant dans 1'essence. Les sources de pollution par le plomb
sont principalement : certains procédés industriels et leurs émissions, le trafic routier et
I'essence au plomb, les émanations de fumée et de poussieres des centrales électriques
fonctionnant au charbon et au gaz, les feuilles de plomb utilisées par les couvreurs ainsi
que l'utilisation de peintures et d'agents antirouille. Les problémes liés aux denrées

alimentaires existent depuis longtemps et, aujourd’hui, il sont encore causés par les
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soudures des boites de conserve et des boites de lait concentré, les bouchons métalliques
des bouteilles de vin ou encore les tuyaux de plomb des systemes d'eau potable (Das A. K.
et al., 1996 ; Demirozu-Erdinc B. et al., 2000).

Les peintures anciennes peuvent contenir de 5 a 40 % de plomb. L'ingestion d'écailles
(ou poussicres) de peintures déposées par exemple sur le sol d’une habitation ou a
I’extérieur constitue une voie d'exposition au plomb, particulierement pour les enfants. Les
poussieres de peintures peuvent Etre ¢également inhalées. De plus, des travaux de
rénovation (destruction ou ravalement d'immeubles anciens, pongage de peintures dans un
logement) mal conduits peuvent également constituer une source de contamination pour le
voisinage (Stevens J.B., 1991 ; Queirolo F. et al., 1990).

L'inhalation de fines particules émises dans I'atmosphére a partir de sources générant
du plomb est une voie d'exposition au plomb : la fumée de cigarettes contient par exemple
de trés faibles quantités de plomb. Le plomb déposé sur les sols peut aussi passer dans ’air
que I’on inhale sous forme de poussicres 1égeres. Les poussiéres peuvent étre transférées
du lieu de travail au domicile par les chaussures, les vé€tements, les cheveux et les mains
sales des salariés exposés au plomb, au risque d’augmenter ainsi la plombémie de leurs
familles. Elles peuvent étre remises en suspension dans I'atmosphére par balayage au lieu
d'un nettoyage humide et contaminer ainsi les surfaces et les aliments.

Le cadmium (Cd), quant a lui, est un toxique cumulatif. Ses effets a long terme chez
I’homme ont été établis grace a des études épidémiologiques réalisées dans des régions
fortement contaminées par les métaux non ferreux, comme la Vallée de la Meuse
(Lauwerys R., 1974). Le cadmium apporté par les aliments ou inhalé¢ avec la fumée de
cigarette s’accumule dans les reins. Lorsque les concentrations rénales atteignent un certain
seuil, des dysfonctionnements apparaissent : augmentation de 1’excrétion des protéines de
faible poids moléculaire, de calcium et de cadmium. La dose journaliére acceptable,
évaluée en prenant ces effets en considération, a été fixée a 1 pgkg'j".
Expérimentalement, chez le rat, ’inhalation de sels minéraux de cadmium (sulfate, oxyde)
entraine une forte augmentation des cancers primaires du poumon (Kogevinas M., 2000).
En 1983, on a évalué I’ingestion moyenne de cadmium en France a 220 pg.sem ' (~30
ug.j_l), dans le cadre de I’Inventaire National de la Qualité : les produits laitiers étaient
considérés comme responsables de 18,5 % de I’apport total en cadmium, en deuxiéme
position apres les fruits et les 1égumes qui représentaient 30% (CSHPF, 1996). En 1998,
Decloitre évaluait I’apport alimentaire en cadmium a 137 pg.sem ' (~20 pgj ), les fruits

et les légumes étant toujours les premiers vecteurs de cadmium, alors que les produits
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laitiers ne représentaient plus que 8,8 % (Decloitre F., 1998). En France, alors que la teneur
du lait en cadmium est inférieure a la limite de détection des méthodes d’analyse (0,2 a 0,5
ng.L™), les concentrations peuvent atteindre 50 pg.kg ~' dans les fromages de vache et 200
ngkg ' dans les fromages de brebis et de chévre (Milhaud G.E. et al., 2000). Le cadmium
des fromages provient-il du lait ou de contaminations pendant la fabrication ? Pour
répondre a cette question, on a pensé¢ qu’il était utile d’étudier le transfert du cadmium
contenu dans le lait vers la créme et les caillés présure ou lactique au moyen de
préparations en laboratoire. On a déja réalisé des études sur les laits de brebis et de vache
(Milhaud G. et al., 1998 ; Mehennaoui S. et al., 1999).

Le cadmium (production mondiale de 15 000 t en 1972) est présent a de faibles
concentrations dans tous les sols. On I’extrait activement a des fins commerciales mais il
provient également de processus industriels comme la fabrication de la fonte et le raffinage
de métaux, de centrales électriques fonctionnant au charbon et au pétrole, des sites
d'argenture, etc. Par l'action de l'air et de 1'eau (boue d'émoulage), il est dispersé au loin sur
mer et sur terre, mais surtout dans les environs des grands sites industriels. Le cadmium est
aujourd'hui considéré comme I’un des contaminants les plus dangereux. Il est absorbé par
de nombreuses plantes et organismes aquatiques et, en raison de sa toxicité, il représente
un risque majeur pour les denrées alimentaires. Contrairement au plomb, le cadmium
contaminant les plantes ne peut étre ¢liminé par un simple lavage, car il pénétre celles-ci
(Mata L. et al., 1995 ; Lopez A. M. et al., 2003). Il est par ailleurs souvent difficile d'étre
certain de l'origine du cadmium détect¢ dans les fruits et les légumes, car il existe
naturellement partout dans le sol et est absorbé par les racines. Toutefois, il a été possible
de démontrer que la plus grande teneur en cadmium du cacao d’Amérique centrale était
liée a la composition spécifique du sol local. Contrairement au cacao africain qui contient
de 0,08 a 0,14 mg.kg'l, des teneurs allant de 0,18 a 1,5 mg.kg'1 ont été mesurées dans des
variétés de cacao fin, en provenance du Venezuela et de I'Equateur par exemple. Les
nouvelles variétés provenant d'Extréme-Orient contiennent également un taux élevé de
cadmium (Eklund G. et al., 1999 ; Faugere J.-G. et al., 1995)

Pour les PCBs et les Dioxines, différentes voies de contamination de notre
alimentation doivent étre prises en compte. La contamination de l'environnement par des
dioxines est principalement causée par le transport atmosphérique et les retombées
d'émissions diverses (incinération de déchets, production de produits chimiques,
circulation automobile, etc.) (Arfi C. et al., 2001). L'utilisation et I'¢limination de

substances chimiques peuvent entrainer une contamination localisée plus grave. De ce
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point de vue, les sols constituent un puits naturel pour les dioxines: en dehors des
retombées atmosphériques, ils peuvent étre pollués par des boues d'épuration ou des
composts, des déversements et I'érosion de zones contaminées avoisinantes. La terre est
absorbée, directement ou indirectement via des dépots de poussiere sur les végétaux, par
du bétail, des chévres, des moutons et des poulets en liberté qui se nourrissent de plantes,
ainsi que par des sangliers et des cochons qui fouissent et mangent aussi des végétaux
(Meneses M. et al., 2002). A la suite d’un transport atmosphérique, les retombées de
dioxines ou de certains PCBs ayant des toxicités comparables sont également les
principales sources de contamination des végétaux a feuilles, des paturages et des
fourrages grossiers. Les feuilles sont soit directement mangées par des animaux en liberté,
soit cultivées puis conservées sous forme seéche (foin) ou sous forme d'ensilage.
L'épandage de boues d'épuration sur la végétation peut donc augmenter, dans une certaine
mesure, l'exposition du bétail (Berg M. V. D. et al., 2000). Les dioxines et les PCBs sont
faiblement solubles dans 1'eau, mais se fixent sur les particules minérales ou organiques en
suspension dans l'eau. Lorsque des émissions de dioxines sont transportées par voie
atmosphérique a la surface des mers et océans, elles finissent par s'accumuler dans la
chaine alimentaire aquatique. Les dioxines se concentrent aussi dans les tissus adipeux des
bovins, du cheptel laitier, de la volaille, des porcs et des fruits de mer (Weigert P. et al.,
1997 ; Wuthe J., 1992). Théoriquement, plus la durée de vie de I'animal est longue, plus les
dioxines sont susceptibles de s'accumuler dans ses tissus adipeux. De manicre générale, les
denrées alimentaires d'origine animale contribuent, a concurrence de 80%, environ a
l'exposition humaine globale. La contamination peut varier beaucoup selon l'origine de la
denrée alimentaire. La viande, les oeufs, le lait, les poissons d'élevage et d'autres produits
alimentaires peuvent étre contaminés, a des niveaux dépassant les niveaux de référence,
par des dioxines provenant d'aliments pour animaux (Vaz R., 1995 et Vaz R. et al., 1993).
Cette contamination peut étre également due au niveau élevé d’une contamination
environnementale locale, provenant par exemple d'un incinérateur de déchets local, a des
accidents, tels que celui qui s'est produit en Belgique en 1999, ou a la teneur ¢élevée en
dioxines d’une farine ou d’une huile de poisson. Un exemple récent — et qui a fait grand
bruit — de contamination par des « dioxines » est la crise, qui a frappé la Belgique en 1999 :
cette contamination a été détectée a travers les effets biologiques directs observés sur des
volailles et non a la suite d’un programme de surveillance. Face a cette crise, face a cette
contamination par des dioxines de produits alimentaires belges, consécutive elle-méme a la

contamination d’aliments pour animaux par des PCBs, 'UE a imposé des restrictions
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temporaires sur les échanges intra- et extra-communautaires de lait et de produits laitiers,
de beeuf, de porc, de volaille, d’ceufs et de produits a base d’ceufs (mayonnaise et plats
préparés, par exemple), ainsi que d'aliments pour bétail (Bernard A. et al., 2002 ; Focant J-
F. et al., 2002 et 2003 ). En fait, depuis 1997, quatre autres cas de contamination par des
dioxines (pulpe d'agrumes, argile kaolinitique, farine d'herbes déshydratées artificiellement
et chlorure de choline) ont été signalés en Europe dans le cadre de programmes locaux de

surveillance.
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CHAPITRE 2 : DETERMINATION DU PLOMB ET DU
CADMIUM

2.1. METHODES D’ANALYSE

2.1.1. Traitement de I’échantillon

Lors d’une analyse chimique, un traitement des échantillons est généralement
nécessaire avant la mesure. Il consiste a détruire la mati¢re organique soit par calcination
soit par une attaque a chaud a I’aide d’acides oxydants. Deux voies sont ainsi utilisées : la

minéralisation par voie s€che et la minéralisation par voie humide.
2.1.1.1. Minéralisation par voie séche

La minéralisation par voie seche est essentiellement appliquée aux matériaux de
nature organique, aux tissus biologiques ou aux échantillons végétaux. En bref, cette
méthode consiste en une calcination suivie d’une reprise des cendres par un acide
approprié. La calcination réalisée a une température convenablement choisie assure la
décomposition de la matiére organique. Les ¢léments minéraux qui y sont liés sont alors
transformés en carbonates ou en oxydes. Lors du choix de la température de calcination, il
faut s’assurer d’une élimination compleéte de la matiére organique, sans pour autant
provoquer une volatilisation partielle ou totale des éléments a doser. Actuellement, les
températures communément acceptées pour une minéralisation sont de 1’ordre de 450°C a
550°C. Cependant le dosage de certains ¢léments (As, Se, etc.) sera exclu aprés un
traitement de ce type car ils seraient déja largement volatilisés. D’autres ¢éléments volatils
tels que le plomb et le cadmium supportent ces températures sans pertes, a la condition
que la montée en température soit trés lente et que toute combustion brusque soit ainsi

¢vitée. (Hoenig M. et Kersabiec A.-M., 1990 et 1995).

Le danger de piéger certains ¢léments traces dans un résidu qui restera insoluble lors
de la dissolution des cendres est également un inconvénient des méthodes par voie seéche :
on parle alors d’un phénomene d’insolubilisation ; il peut résulter de la formation d’oxydes
réfractaires ou de combinaisons avec d’autres constituants présents ou encore de réactions
avec les parois du récipient de calcination (creusets en silice ou en porcelaine) et, pour

cette raison, il est préférable d’utiliser des capsules de platine. Pour un dosage par
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spectrométrie d’absorption atomique (SAA), les cendres sont généralement reprises par de
I’acide nitrique.

Comme exemple pratique, on peut donner le mode opératoire suivant :

- Verser 5 g de lait dans un creuset en quartz

- Ajouter 8 mL de H,SO4 45% et 2 g de KNO;3

- Evaporer a sec

- Passer le creuset en quartz dans un four a moufle

- Monter a350°Cen3 h

- Monter a 450°C en 1 h. Si les cendres sont grises, on reste a 450°C pendant 1 h

- Reprendre par 15 mL d’une solution HCI a 18%

- Chauffer pour solubiliser des échantillons et évaporer sans aller a sec

- Diluer a 25 mL dans une fiole par HCl a 2%.
2.1.1.2. Minéralisation par voie humide

La minéralisation par voie humide, généralement rapide et efficace, utilise des
mélanges d’acides ou des mélanges d’agents a la fois acides et oxydants. Les digestions
acides (mise en solution a chaud) peuvent étre réalisées en systéme ouvert (ballon, tube,
etc.) ou fermé (bombes en téflon avec ou sans gaine en acier) ; dans ce dernier cas, la
minéralisation est effectuée sous pression, ce qui permet d’éviter les pertes d’éléments
volatils, la décomposition de I’échantillon étant favorisée par un double effet pression-
température. Le chauffage peut étre assuré par des moyens conventionnels (plaque
chauffante, étuve, etc.) mais on s’oriente aujourd’hui progressivement vers des systémes
utilisant les micro-ondes comme source d’énergie: pour ce mode de chauffage, on
distingue les fours utilisant des récipients fermés (bombes) ou les systémes de micro-ondes
focalisées avec des récipients ouverts ou fermés. Pour limiter les pertes éventuelles
d’¢léments volatils lors de I’utilisation de systémes ouverts (avec micro-ondes ou non), les
récipients de minéralisation doivent étre équipés d’un systeme a reflux.

La plupart des méthodes par voie humide font appel a des mélanges d’agents a la fois
acides et oxydants. L’acide nitrique est I’un d’eux, le plus communément utilisé¢ dans les
mélanges d’attaque. Son action est souvent renforcée par de ’acide sulfurique, qui permet
de dégrader les composés organiques plus résistants et d’augmenter la température
d’ébullition du mélange, ou par de 1’acide chlorhydrique, plus puissant au moment de la

décomposition de la partie minérale de 1’échantillon (eau régale). L’addition d’eau
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oxygénée aux mélanges d’attaque est particuli¢rement recommandée pour 1’oxydation

d’échantillons de nature organique (Hoenig M. et Kersabiec A.-M., 1990 et 1995).
2.1.2. Méthodes de mesure

La spectrométrie d’absorption atomique est la méthode la plus courante pour le
dosage des métaux lourds mais parfois, on a pu faire appel a des méthodes

¢lectrochimiques.
2.1.2.1. Méthodes électrochimiques

Ces méthodes sont dérivées de la polarographie classique : celle-ci consiste a faire
varier le potentiel d’une électrode a gouttes de mercure — c’est 1’¢électrode de travail — par
rapport a une ¢€lectrode de référence et a enregistrer I’intensité du courant qui passe alors
entre ’¢lectrode de travail, généralement utilisée comme cathode, et une troisieme
¢lectrode, appelée contre-¢lectrode. On peut ainsi tracer une courbe intensité/potentiel I =
f(E) qui fait apparaitre une vague chaque fois qu’une espéce est réduite. Le potentiel de
demi- vague est caractéristique de chaque espece physico-chimique et la hauteur de chaque
pallier est proportionnelle a la concentration de celle-ci dans la solution. Cette méthode
ancienne est peu utilisée car elle est longue a mettre en ceuvre et assez peu sensible. On lui
a substitué¢ différentes techniques qui consistent a effectuer tout d’abord un dépot de
I’espéce a analyser sur 1’¢lectrode de travail par réduction cathodique ; ceci revient a
réaliser un enrichissement des traces métalliques sur cette électrode qui peut €tre une
¢lectrode de mercure a goutte pendante ou une électrode solide, comme par exemple une
¢lectrode de carbone vitreux. Puis on va procéder a une redissolution anodique du dépét.

Deux techniques peuvent étre alors appliquées a cette redissolution anodique: d’une
part, la voltampérométrie dans laquelle, imposant a 1’¢lectrode de travail un balayage vers
des potentiels positifs, on enregistre la courbe I = f(V) ; d’autre part, la potentiométrie
dans laquelle la redissolution est une réoxydation par voie chimique. Dans ce cas, un film
de mercure a été préalablement déposé par électrolyse sur une ¢électrode de carbone
vitreux pour obtenir ainsi une ¢électrode a film de mercure qui va donner un amalgame avec
le métal a analyser; la réoxydation sera ensuite obtenue grace a des ions mercuriques qui
ont été ajoutés au préalable a I’échantillon. On enregistre alors une courbe qui donne le
potentiel de I’¢lectrode de travail en fonction du temps : ¢’est une chronopotentiométrie.

Ces deux techniques ont 1’avantage d’étre peu colteuses. Mais elles restent lentes

pour un dosage de traces et peuvent conduire a des résultats erronés si elles ne sont pas
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¢talonnées avec rigueur a différentes concentrations, les pentes des droites n’étant pas
identiques pour les valeurs basses, moyennes ou élevées (Gandeboeuf J., 1971 ; Robin J. et

al., 1967).
2.1.2.2. Méthodes d’absorption atomique

La spectrométrie d’absorption atomique (SAA) est une méthode aujourd’hui bien
maitrisée. Avec le méme principe de base, on peut faire appel a deux techniques
d’atomisation — dans une flamme (SAAF) ou dans un four, par voie électrothermique
(SAAE) — qui aboutissent a des limites de détection tres différentes, la SAAE étant, selon
I’élément analysé, au moins 100 fois plus sensible que la SAAF.

La SAAF, de loin la plus facile a mettre en ceuvre, est une méthode applicable au
dosage du calcium, du magnésium, du lithium, du zinc, du cuivre et du fer dans les milieux
biologiques. Les autres oligo-¢léments se trouvant a des teneurs trop faibles ne sont pas
accessibles a I’analyse. L’installation de I’appareil, qui est relativement peu onéreux, est
aisée ; cependant, on a besoin de gaz, de ’acétyléne le plus souvent, du protoxyde d’azote
parfois, ce qui implique I’installation d’une hotte d’aspiration et d’un dispositif de sécurité
incompatible parfois avec certains batiments.

La SAAE est un systéeme dont le fonctionnement et 1’apprentissage sont beaucoup
plus délicats. L appareil, nettement plus onéreux que le précédent, offre des possibilités
beaucoup plus intéressantes puisque la grande majorité des éléments devient accessible a
I’analyse.

En SAA, I’absorption d’un rayonnement électromagnétique par les atomes fournit un
puissant instrument analytique, pour 1’analyse quantitative surtout. La spectrométrie
d’absorption atomique (SAA) est basée sur ce principe que des atomes libres peuvent
spécifiquement absorber un rayonnement ¢lectromagnétique a certaines longueurs d’ondes,
principalement dans I’UV. La SAA est une méthode mono-¢élémentaire, utilisée pour
I’analyse des métaux dans des échantillons biologiques, métallurgiques, pharmaceutiques
ou atmosphériques par exemple. La détermination des espéces atomiques ne peut étre
réalisée qu’a partir d’un échantillon a 1’état gazeux, dans lequel des atomes comme Ag, Al,
Au, Fe ou Mg sont dissociés les uns des autres (Hoenig M. et Kersabiec A.-M., 1990).

« En SAA, la source le plus souvent utilisée est une lampe a cathode creuse dont
I’anticathode est constituée du méme métal que celui a doser ; elle émet un signal, dans le
domaine de I’ultraviolet, aux fréquences caractéristiques de cet élément. Le rayonnement

émis traverse une vapeur d’atomes générée a haute température, a partir de la solution de
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mesure, dans une flamme ou par voie électrothermique (ET-AAS), généralement dans un
four graphite (GFAAS- Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry), ce qui permet
un gain de sensibilité considérable. I1 est absorbé aux méme fréquences spécifiques et ’on
choisit 'une d’elles, en fonction de la sélectivité, du domaine de linéarité et de la
sensibilité recherchés, pour effectuer le dosage qui s’appuie sur un étalonnage préalable
dans le milieu de mesure et sur I'utilisation parfois d’un étalon externe » (Ducauze C.J.,
2003).

Pour notre étude, nous avons utilisé¢ un systéme SAA HITACHI — ZEEMAN Z.5000,
ayant une température maximale de four a 3000 °C et un atomiseur a 60 positions. Comme
il a été précisé par M. Hoenig et A.-M. de Kersabiec (1990) :

« L’avantage de ce systéme est incontestablement 1i¢ a I’effet Zeeman : 1’absorbance
totale corrigible peut atteindre une valeur voisine de 1,7 UA avec I’effet Zeeman, alors
qu’elle est de 0,6 a 0,8 UA avec une source continue au deutérium.

Le fond est mesuré¢ a la longueur d’onde exacte de la raie de l’analyte en
spectrométrie Zeeman a effet indirect, alors qu’avec une lampe a deutérium il I’est dans un
intervalle défini par la bande passante du spectrométre ; il s’agit donc d’une valeur
moyenne. En spectrométrie Zeeman la correction est possible quelle que soit la longueur
d’onde ; avec une lampe a deutérium, le domaine spectral est limité a la région de 190 a
360 nm ; de plus, aux courtes longueurs d’onde, la faible intensité du signal émis par cette
lampe exige de réduire de fagon importante 1’intensité du flux de la cathode creuse pour
respecter 1’équilibre énergétique des deux faisceaux, nécessaire pour un fonctionnement
efficace du systéme. Ceci peut alors avoir pour conséquence une augmentation du bruit de
fond, ce qui se traduit par des limites de détection plus élevées.

Toutefois, pour aucune de ces deux méthodes on ne peut affirmer de manicre
théorique qu’on a I’éventuelle possibilité de corriger efficacement les fonds structurés et
les superpositions de raies spectrales. On ne dispose encore que de peu d’information sur
les caractéristiques comparées des différents types d’effet Zeeman pour départager
objectivement les avantages et inconvénients qu’ils apportent.

Quant a la méthode Smith-Hieftje, basée sur le renversement de raies, les
applications sont encore trop peu nombreuses pour que I’on puisse se faire une opinion
valable. On peut citer une étude réalisée sur la comparaison des moyens de correction a
I’aide d’un arc au deutérium, d’un systéme Smith-Hieftje et de I’effet Zeeman.

En ce qui concerne la correction de fond par modulation de longueur d’onde, il

pourrait s’agir d’une des techniques de [’avenir si les constructeurs consentaient a
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s’intéresser au principe et a exploiter les nouveaux types de spectrométres (avec réseau a
échelle) ».

On peut ici décrire brievement la mise en ceuvre d’une analyse par SAAE. Apres
I’introduction de 1’échantillon a I’intérieur du tube graphite ou sur la plate-forme, le cycle
thermique se déroule en trois étapes principales : séchage, décomposition et atomisation.
L’étape de séchage doit assurer I’évaporation du solvant. Ce concept apparemment simple
doit étre étudi¢ en détail pour éviter des problémes qui se manifesteraient lors des étapes
suivantes et qui se répercuteraient sur la qualité des résultats. L’étape de décomposition de
la matrice (pyrolyse, minéralisation) permet ensuite de simplifier la matrice de
I’échantillon, d’¢liminer les fumées, les vapeurs moléculaires et autres constituants formés
lors de la minéralisation des substances organiques. Durant cette étape, des réactions
chimiques telles que la formation d’oxydes ou de carbures, ont également lieu. Elle
représente par conséquent 1’'un des parametres les plus critiques du programme
¢lectrothermique. L’étape d’atomisation permet enfin de dissocier la matrice résiduelle et
d’atomiser le plus sélectivement possible I’élément dosé. La température appliquée et la
durée de I’étape doivent étre suffisantes pour entrainer 1’atomisation compléte de 1’analyte
en évitant les effets de mémoire pouvant apparaitre ultérieurement. (Hoenig M. et
Kersabiec A.-M., 1995).

L’intensité de 1’absorption dépend directement du nombre de particules absorbant la
lumicre et, selon la loi de Beer Lambert, 1’absorbance est proportionnelle au coefficient
d’absorption spécifique €, au trajet optique ¢ et a la concentration C.

A=loglo/l.=¢ (C
ou I =intensité apres absorption par les atomes
Io = intensit¢ initiale de la source lumineuse.
En pratique cependant, cette relation n’est pas toujours vérifiée : on n’obtient pas toujours
une droite. C’est le cas si la concentration devient trop élevée. On préferera choisir pour le
dosage le domaine dans lequel la courbe d’étalonnage est pratiquement une droite. Il est
limit¢ pour les faibles concentrations par la limite de détection et, pour les fortes
concentrations, par le fait qu’a une trés forte variation de la concentration correspond une
faible variation de 1’absorbance. La gamme de dosage est généralement donnée par le

constructeur. Elle dépend de la raie choisie pour la mesure.
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2.2. REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES RELATIRES AU
DOSAGE DU PLOMB ET DU CADMIUM DANS LE LAIT

D’apres Galal-Gorchev H. (1993), I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) a
recommandé en 1987 des seuils a ne pas dépasser, en doses hebdomadaires tolérables
provisoires (DHTP) : exprimées en microgramme par kg de poids corporel (ng/Kc), elles
sont de 25 pug/Kc pour le plomb et de 7 ug/Kc pour le cadmium. Le Conseil Supérieur
d’Hygiéne Publique de France a émis une recommandation pour les produits laitiers fixant
a4 0,050 mgkg' la teneur maximale en plomb et préconisant I’absence de cadmium. Le
codex alimentarius recommande en revanche une teneur maximale de 0,020 mgkg” de
plomb dans les produits laitiers. Les analyses de risques actuelles, fortement imprégnées du
principe de précaution, devraient conduire a adopter prochainement cette recommandation
au niveau francais.

L’introduction des micro-ondes comme technique rapide de chauffage et 1’utilisation
d’eau oxygénée comme agent oxydant ont permis de diminuer dans un rapport de 1 a 10
les durées de minéralisation de certaines matrices agro-alimentaires. L apport d’énergie
est ici basé sur 1’action directe des micro-ondes sur le milieu réactionnel qui permet d’agir
sur la cinétique de la réaction. L’attaque acide est menée sans catalyseur ni produit anti-
mousse et l’eau oxygénée est choisie comme agent oxydant pour compléter la
minéralisation. L’acide nitrique est I’'un des agents les plus utilisés dans les mélanges
d’attaque, lors qu’on applique la technique des micro-ondes a la minéralisation
d’échantillons de lait.

Frkovic A. et al. (1997) ont déterminé le plomb et le cadmium dans 29 échantillons
de lait humain du nord de la Croatie par SAAE avec correction Zeeman : la limite de
détection de la méthode sur le blanc est d’environ 1,0 pg.L™" pour le plomb et 0,3 pg.L"
pour le cadmium.

Swarup D. et al. (1997) ont minéralis¢€ par I’acide nitrique des échantillons de sang et
de lait de vache récoltés a Kanfur, une ville de I’Inde. Ils ont dosé le plomb et le cadmium
par SAA. La teneur des métaux dans le lait est comprise entre 0,28 mg.L" et 0, 36 mg.L™
pour le plomb ; entre 0,004 mg.L" et 0,014 mg.L" pour le cadmium.

Pour le traitement des échantillons avant la mesure, Jorhem L. et al. (2000) ont
utilis¢ une méthode de minéralisation par voie humide avec des mélanges de HNO; et
H,0, dans un systéme a micro-ondes. Une méthode de minéralisation par voie séche dans

un four 4 450°C a ¢galement été utilisée. Le plomb, le cadmium, le zinc, le cuivre et le fer
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ont été¢ déterminés dans divers aliments (lait, poisson, blé etc.) en utilisant les techniques
de flamme et de four. Les quantités détectées vont de 0,155 mg kg™ a 1,62 mg.kg" pour le
plomb et de 0,0124 mgkg" 4 0,482 mg.kg" pour le cadmium.

Larsen E. H. et al. (1991) ont minéralisé des échantillons de lait danois au moyen
d’acide nitrique dans une bombe a 160°C durant 4 heures. Ils ont ajouté un mélange de
NH4H,PO4 et Mg(NO 3), pour modifier la matrice d’échantillon. Puis ils ont appliqué la
spectrométrie d’absorption atomique ¢électrothermique avec une correction Zeeman pour le
dosage du plomb, du cadmium et du chrome. La limite de détection de la méthode est
d’environ 0,7 ng.g”' pour le cadmium.

Pour déterminer des métaux dans le lait de chévre, Krelowska-Kulas M. et al. (1999)
ont directement collect¢ 294 échantillons de lait dans six fermes d’¢élevage du sud de la
Pologne. Les échantillons de lait cru et de lait pasteurisé ont été séchés a sec dans des
creusets en quartz. Puis, ceux-ci ont été mis dans un four a moufle pour une minéralisation
a 400°C. Le temps de calcination est de 10 a 20 heures jusqu’a 1’obtention de cendres
blanches. Ils ont utilis¢ de 1’acide nitrique pour la reprise des cendres et ont ensuite
déterminé le plomb et le cadmium par SAA : les teneurs mesurées dans le lait vont de 2
ng L4212 pg. L' pour Pb; de 2 pg.L™" 4 60 pg.L"! pour Cd.

Plockinger B. et al. (1996), en Pologne encore, ont déterminé le plomb, le cuivre et le
cadmium par SAA dans 64 échantillons de sérum d’enfants nouveaux-nés et du lait de
leurs méres. La concentration des métaux lourds dans le lait humain est d’environ 88,4
ng L pour le plomb ; 0,14 pg.L™! pour le mercure et 2,75 pg.L" pour le cadmium.

Tahvonen R. et al. (1995) ont déterminé par SAAE les métaux lourds dans des
échantillons de laits bas-gras, de fromages et d’ceufs de consommation en Finlande. Ils ont
obtenu une teneur en plomb qui varie entre 1 et 7 mg.kg” pour le lait, 17 et 60 mg.kg”
pour le fromage, et qui est de 1 mg.kg™' pour I’ocuf.

Ayyadurai K et al. (1998) ont dosé certains métaux lourds dans le lait de Madras,
ville située en Inde, par ICP-MS (Spectrométrie d’émission dans un plasma a couplage
inductif couplé a la spectrométrie de masse). Ils ont obtenu une teneur en plomb dans le
lait de vache et le lait de bufflesse qui va respectivement de 4,0 ng.mL™" 4 36,6 ng.mL", et
de 4,0 ng.mL'1 a252 ng.mL'l. La teneur en cadmium est inférieure a la limite de détection.

Hallen I. P. et al. (1995) ont déterminé le plomb et le cadmium par SAA dans le lait
et le sang des meres, six semaines apres leur accouchement. Ils ont trouvé une teneur dans
le lait qui se situe entre 0,3 et 1,1 pg.L" pour le plomb, entre 0,02 et 0,1 pg.L" pour le
cadmium ; et dans le sang, entre 24 et 40 pg.L™' pour le plomb, entre 0,6 et 1,2 ug.L" pour
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le cadmium. La teneur en plomb est de 0,9 pg.L™' dans le lait de femmes vivant dans une
région ot il y a des usines métallurgiques, de 0,5 pg.L™" dans le lait de femmes vivant dans
une région ou il n’y a pas d’usines métallurgiques. La teneur en cadmium dans le sang des
fumeuses est de 1,12ug.L™" et de 0,87 pg.L'dans le sang des non-fumeuses.

Pour doser des métaux toxiques (Pb et Cd) et des métaux essentiels (Ca, Cu, Fe, Mg,
Mn, Zn) par SAAF, Sikiric M. et al. (2003) ont eu recours a des mélanges de HNO; et
H,0; dans un systéme a micro-ondes pour minéraliser des échantillons de lait provenant de
la région de Zagreb en Croatie. La limite de détection de la méthode sur le blanc est
d’environ 0,10 mgkg' pour le plomb et 0,032 mgkg" pour le cadmium. Aprés la
minéralisation des échantillons, ils ont utilis¢ des mélanges de APDC (pyrrolidine-1-
dithiocarboxylic ammonium) et MIBK (méthyl-isobutylcétone) pour extraire plomb et
cadmium. La teneur des métaux dans le lait est comprise entre 23,06 pg.kg’ et 70,56
ngkg! (moins de 100 pg.kg") pour le plomb ; entre 3,02 ngkg” et 6,47 pg.kg' (moins
de 10 pg.kg™") pour le cadmium.

Cerkvenik V et al. (2000) ont déterminé des ¢€léments traces, des pesticides
organochlorés et PCBs dans le lait de vache : sur 108 échantillons provenant de 19 laiteries
sloveénes. Les échantillons ont été minéralisés par voie seche a 450°C, puis le plomb et le
cadmium ont été dosés par SAAF. La concentration en plomb est d’environ 0,07 mg.kg™,
avec une limite de détection d’environ 0,05 mgkg'; la limite de détection pour le
cadmium est d’environ 0,003 mg.kg™".

Le lait de chevre tient un role important dans la nutrition des enfants allergiques au
lait de vache. Hejtmankova A. et al. (2002) ont déterminé des métaux lourds (Cd, Cu, Fr,
Pb, Zn) et des macroéléments (Ca, Cl et Mg) dans le lait de chévre de deux fermes privées
en République Tcheque. Ils ont utilisé la une SAAF pour doser le calcium, le magnésium
et le zinc ; la SAAE pour doser le plomb, le cadmium et le cuivre. La limite de détection de
la méthode sur ’échantillon est d’environ 30,0 pg.kg” pour le plomb et 2.0 pgkg” pour le
cadmium. La concentration des métaux lourds dans le lait de chévre est d’environ 18,5
mg.kg" pour le plomb et 2,91 mg.kg" pour le cadmium.

Leotsinidis M. et al. (2005) ont présent¢ les résultats de leurs recherches en Gréce sur
le lait de 180 femmes aprés leur accouchement. Les échantillons de lait ont été collectés
durant les années 2000-2002 : au total, 85 échantillons de 50 mL de lait ont été collectés,
trois jours aprés I’accouchement et 95 échantillons de 50 mL, quatorze jours apres
I’accouchement. Ils ont utilis¢ HNO3 pour minéraliser a 150°C 10 mL de lait dans un tube

en polyéthyléne. Ils ont déterminé un ensemble de métaux lourds (Zn, Fe, Mn , Cu, Cd, Pb)
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par SAAE : la limite de détection de la méthode appliquée au blanc est d’environ 0,010
ng. L pour Cd ; 0,20 pg. L™ pour Pb ; 0,10 pg.L™" pour Mn ; 0,15 pg. L™ pour Cu ; 39 pg.L
! pour Fe et 11 pg.L™" pour Zn. IIs ont trouvé une teneur dans le lait est d’environ 0,190 +
0,150 pg.L" pour Cd; 0,48 + 0,60 pg.L" pour Pb; 381 + 132 ug.L”" pour Cu; 4905 +
1725 ug.L'1 pour Zn ; 4,79 + 3,23 ug.L'1 pour Mn ; 544 + 348 ug.L'1 pour Fe. Mais, ils ont
utilisé un standard (0,218 pg.g” pour Cd; 1,0 pg.g” pour Pb...) pour vérifier la méthode
utilisant la SAAE (Perkin Elmer avec HGA 400). Les résultats trouvés se situent entre
0,197 et 0,223 pg.g”' pour Cd ; entre 0,95 et 1,17 pg.g” pour Pb. Ce résultat se répond qu’a
un probléme sur le résultat de la limite de détection de leur méthode.
En Espagne, Cava-Montesinos P. et al. (2005) ont utilis¢ 3 méthodes pour le
traitement d’échantillons de lait:
- Méthode A :
+ 2 g (+ 0,1 mg) de lait liquide ou 0,5 g (= 0,1 mg) de lait en poudre
+ Ajouter 2 mL d’eau
+ Passer aux ultrasons durant 10 minutes
+ Diluer a 10 mL par la solution HNOs (2 %)
- Méthode B :
+ 2 g (£ 0,1 mg) de lait liquide ou 0,5 g (£ 0,1 mg) de lait en poudre
avec 2 ml d’eau nano-pure.
+ Utiliser un mélange HNO; / H,O, dans un systéme a micro-ondes pour
minéraliser 1’échantillon
+ Diluer a 10 mL par la solution HNOs (2 %)
- Méthode C:
+ 2 g (£ 0,1 mg) de lait liquide ou 0,5 g (£ 0,1 mg) de lait en poudre
+ Diluer a 10 mL par de I’eau nano-pure
IIs ont ainsi déterminé 45 éléments par ICP-MS avec une limite de détection de la
méthode sur le blanc qui est d’environ 0,05 pg.L™" pour Cd; 0,05 pg.L"' pour Pb. La
concentration des métaux lourds dans le lait est d’environ 4,2 + 0,2 ng.g” pour le plomb et
3,6 + 0,2 ng.g” pour le cadmium.
Leotsinidis M. et al. (2005) et Cava-Montesinos P. et al. (2005) ont donné les
résultats de la limite de détection trés bas (la limite de détection comme trois fois de
I’écart-type des blancs). Nous n’avons pas utilis¢ cette méthode de calcul dans nos

recherches.
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Santos E.E et al. (2004) ont utilis¢ ’'ICP-MS pour doser divers ¢léments traces (Al,
Cu, Mn, Zn, Cd, Cr, Ni, Pb, U) dans des aliments au Brésil. Ils ont prélevé un échantillon
de 0,20g sur 1 litre de lait évaporé a sec puis ajouté 10 mL d’acide nitrique a 65 % dans un
tube en polypropyléne. Les échantillons ont ét¢ minéralisés au 90 °C durant 72 heures. La
teneur des métaux dans le lait est comprise entre 46 pg.kg’ et 397 pg.kg”" pour le plomb ;
entre 0,03 pgkg” et 5,0 pgkg' pour le cadmium ; entre 0,07 pg.kg™ et 0,1 pg.kg" pour
’aluminium ; entre 0,001 pgkg” et 0,012 pgkg” pour le cuivre ; entre 0,05 pg.kg' et
0,07 pgkg" pour le manganése ; entre 0,05 pg.kg” et 0,1 pgkg” pour le zinc; entre 0,4
ug.kg'1 et 1,7 ug.kg'1 pour le chrome ; entre 1,1 ug.kg’1 et 12 ug.kg'1 pour le nickel ; entre
0,1 pgkg' et 0,7 pg.kg! pour I'uranium.

Licata P. et al. (2004) ont prélevé 40 échantillons de lait en Calabre (Italie) qui ont
¢été conservés a — 20°C. Ils ont utilisé un mélange HNOs / H,O, (5 :2) dans un systéme a
micro-ondes pour minéraliser 1,0 g d’échantillon, étendu a 25 mL et des modificateurs
(NH4H,PO4, Mg(NOs),, PdCl, et D’acide ascorbique) pour modifier les matrices
d’échantillons de lait. Ils ont appliqué la SAAE pour doser des métaux (Cd, Pb, As, Zn,
Cu, Se, Cr). La teneur des métaux dans le lait de Calabre est comprise entre <0,01 et 22,80
ng.kg! pour le cadmium ; entre 0,10 et 9,92 pg.kg™ pour le plomb ; entre 0,15 et 684,00
ng.kg! pour Iarsenic ; entre 24,76 et 4961 pg.kg” pour le zinc ; entre 0,136 et 737,58
ngkg'! pour le cuivre ; entre 1,5 et 82,08 pg.kg" pour le chrome ; entre 1,060 et 110,58
ng.kg” pour le sélénium.

Pour déterminer la teneur de 26 éléments dans les formules infantiles aux Etats-Unis,
au Royaume-Uni, au Nigeria, Ikem A. et al. (2002) ont utilis¢ un mélange HNO; / H,O,
pour minéraliser des échantillons dans un systéme a micro-ondes, le dosage étant réalisé
par ICP-OES (spectrométrie d’émission optique par plasma a couplage inductif). Ils n’ont
pas détecté de cadmium dans les formules infantiles aux Etats-Unis et au Nigeria, ni dans
les formules infantiles en poudre au Royaume-Uni. La teneur en cadmium dans les
formules infantiles liquides au Royaume-Uni est d’environ 0,3 + 0,9 ug.L™". Ils n’ont pas
détecté de plomb dans les formules infantiles aux Etats-Unis. Cependant, ils ont trouvé une
teneur en plomb dans les formules infantiles qui était d’environ 0,4 + 0,1 pgL”' au
Nigeria ; de 0,8 + 1,7 pg.L™ au Royaume-Uni.

Aprés avoir minéralisé les échantillons de lait dans un systéme a micro-ondes avec
un mélange HNO;3 / H,O,, Martino F.A.R et al. (2001) ont dosé 15 métaux par ICP-MS.
La limite de détection de la méthode sur le blanc (standards dans de I’eau ultrapure) est

d’environ 0,25 pg.L' pour Cdet de 0,92 pug.L”" pour Pb. La teneur en cadmium est
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d’environ 0,53 + 0,17 ug.L" pour le lait humain ; 0,50 + 0,19 pg.L™" pour le lait de vache
UHT ; 0,47 + 0,13 pg.L" pour le lait de vache et 0,71 + 0,18 ug.L" pour les formules de
lait infantile. La teneur en plomb est d’environ 1,5 + 0,4pg.L" pour le lait humain ; 2,1 +
0,3 pg.L"' pour le lait de vache UHT ; 1,8 + 0,2 pg.L™" pour le lait de vache et 5,6 + 0,4
ng. L pour les formules de lait infantile.

Coni E. et al. (2000) ont prélevé 30 échantillons et dosé¢ 12 éléments traces et
¢léments mineurs dans le lait humain par ICP-MS. Ils ont utilis¢ un mélange de 1,5 mL
HNO; (65%)et 0,5 mL H»O; (30%) pour minéraliser 1,5 g d’échantillon de lait dans un
systéme a micro-ondes. La teneur des éléments est d’environ 0,7 — 4,6 ng.mL™" pour le
cadmium ; 2 — 30 ng.mL'1 pour le plomb; 0,9 — 4,7 ng.mL'1 pour le baryum ; 0,09 — 20
ng.mL™" pour le bismuth ; 180 — 751 ng.mL" pour le cuivre ; 700 — 4000 ng.mL" pour le
zinc ; 3 — 40 ng.mL™" pour le manganése ; 9500 — 62500 ng.mL™" pour le magnésium ...

Tripathi R.M et al. (1999) ont minéralisé des échantillons par voie seche a 400°C et
déterminé la teneur des métaux dans le lait et les produits laitiers : elle est comprise entre
1,7 et 3,35 pg.L' pour le plomb, entre 0,07 et 0,10 pg.L" pour le cadmium, entre 43,2 et
195 pg.L!' pour le cuivre et entre 1772 et 4230 pg.L” pour le zinc. Ils ont utilisé la SAAF
pour doser le cuivre et le zinc, la redissolution anodique par voltampérométrie
impulsionnelle différentielle pour doser le plomb et le cadmium.

Rossipal E. et al. (1998) ont dosé 19 éléments traces dans 79 d’échantillons de lait de
46 meres en bonne santé, prélevés entre 1 et 293 jours apres leur accouchement. Voici les
teneurs de quelques éléments : pour le cadmium, 1,3 + 1,2 ug.L'1 (1-3 jours) ; 0,22 + 0,26
ng. L (42-60 jours) ; 0,26 + 0,19 pug.L™" (97-293 jours); 2,3 + 2,9 pg. L™ (1-3 jours) ; pour
le plomb, 2,4 + 3,3 pg.L™! (42-60 jours) et 0,9 + 1,7 pg.L™" (97-293 jours) ... IIs ont utilisé
un mélange de 1,5 mL HNOjs et 0,5 mL H,0, (30%) pour minéraliser 1,5 mL d’échantillon
de lait dans un systéme a micro-ondes. Les dosages du plomb et du cadmium ont été
réalisés par [CP-MS. La limite de détection de la méthode est d’environ 0,90 pg. L™ pour le
cadmium et 0,6 pg.L™" pour le plomb.

Coni E. et al. (1996) ont déterminé des ¢léments traces et des éléments mineurs dans
les laits de mouton et de chévre dans divers produits laitiers par SAAE — Zeeman et par
ICP-AES (spectrométrie d’émission atomique par plasma a couplage inductif). Les
¢chantillons de lait ont été minéralisés par voie seche a 420°C. La concentration du
cadmium est en moyenne < 0,03 pg.g”' de matiére séche (MS) pour le lait cru de vache, <

0,17 ug.g” MS pour le lait cru de mouton, < 0,15 pg.g” MS pour le lait cru de chévre. La
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teneur en plomb est en moyenne < 0,07 pg.g”" MS pour le lait cru de vache, < 0,10 pg.g”
MS pour le lait cru de mouton et < 0,05 pg.g” MS pour le lait cru de chévre.

Dans le cadre d’un grand programme de recherche sur le lait et les produits laitiers
initi¢ en Italie par le Conseil National de la Recherche, Coni E. et al. (1995) ont déterminé
un ensemble d’¢éléments traces (Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Pt, Sr, et Zn)
par SAAE-Zeeman et ICP-AES. Une méthode de minéralisation par voie séche a 420°C a
été appliquée aux échantillons de lait. Les teneurs des éléments, exprimées en pg.g” de
M.S., sont comprises dans les intervalles 0,095 — 0,160 pour le plomb ; 0,066 — 0,130 pour
le cadmium ; 0,010 — 0,079 pour le cobalt ; 0,198 — 0,284 pour le chrome ...

Caggiano R. et al. (2005) ont déterminé les niveaux de concentration de certains
métaux dans le fourrage, le lait, les produits laitiers, et les tissus prélevés dans les fermes
ovines en Italie méridionale par SAAE. Ils ont utilisé un mélange de 6,0 mL HNO3 (65%),
1,0 mL H,0, (30%) et de 0,5 mL HF pour minéraliser 0,5g d’échantillon ou un mélange de
6,0 mL HNO; (65%), 1,0 mL H,0; (30%) pour minéraliser 0,3g d’échantillon dans un
systéme a micro-ondes & 70°C, durant 48 heures. Les concentrations dans le lait, en pg.g”
MS, sont d’environ 0,20 + 0,06 pour le plomb ; 0,06 + 0,02 pour le cadmium ; 0,20 + 0,13
pour le chrome ; 0,13 + 0,03 pour le manganese et 0,0025 + 0,0008 pour le mercure.

Pour doser le plomb, le cadmium, I’arsenic et le zinc dans du lait en poudre par ICP-
MS, Ho C.-Y. et al. (2002) ont utilis¢ des modificateurs de matrice (acide ascorbique,
Triton X-100) apreés avoir minéralisé les échantillons par voie séche a 400°C ou dilué a
1,0% (m/v). La limite de détection de la méthode est d’environ 0,20 ng.g”" pour le
cadmium ; 2,0 ng.g” pour le plomb ; 37,0 ng.g” pour le zinc et 3,0 ng.g”" pour le chrome.
La teneur des éléments dans le lait en ng.g” est d’environ 50 + 5 pour le plomb ; 0,2 + 0,1
pour le cadmium ; 3,0 £+ 0,8 pour le chrome et 28600 + 600 pour le zinc.

Antunovic Z. et al. (2005) ont déterminé par SAA la concentration de quelques
¢léments toxiques (Cd, Pb, Hg, As) dans le lait de brebis pour essayer d’établir un lien
avec ’étape de lactation. Ils ont utilis¢ un mélange de HNO3 et H,SO4 pour minéraliser les
¢chantillons de lait avec des paliers de température a 120 °C, 240°C et 200°C. Les teneurs
trouvées sont les suivantes :

0,035 mg.kg" pour le plomb ; 0,011 mgkg" pour le cadmium ; 0,026 mgkg”
pour le mercure et 0,011 mg.kg” pour ’arsenic (2 jours aprés la mise bas).
0,022 mg.kg" pour le plomb ; 0,004 mgkg" pour le cadmium ; 0,023 mg.kg"

pour le mercure et 0,025 mg.kg™ pour I'arsenic (10 jours aprés la mise bas).
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0,024 mg.kg" pour le plomb ; 0,005 mg.kg" pour le cadmium ; 0,025 mgkg”
pour le mercure et 0,028 mg.kg” pour I’arsenic (30 jours aprés la mise bas).

- 0,026 mgkg" pour le plomb ; 0,006 mgkg" pour le cadmium ; 0,021 mg.kg”

pour le mercure et 0,029 mg.kg™ pour I'arsenic (60 jours aprés la mise bas).

En Slovaquie, Ursinyova M. et al. (2005) ont étudi¢ les teneurs en cadmium, plomb
et mercure dans le lait de femmes, 4 jours apres leur accouchement. Ils ont prélevé 158
échantillons de femmes en bonne santé mais avec des conditions différentes (fumeuse ou
non-fumeuse, age, endroit, taille du bébé ...). Ces échantillons ont été placés dans un
congélateur a — 18 °C puis minéralisé au moyen d’un mélange HNO; / H,O,. La teneur des
éléments toxiques dans le lait est d’environ 0,43 pgkg” pour le cadmium ; 4,7 pgkg”
pour le plomb et 0,94 pgkg' pour le mercure. La limite de détection de la méthode est
d’environ, 032 pg.kg” pour le cadmium ; 0,65 pg.kg” pour le plomb ; 0,18 pgkg” pour le
mercure.

Deux méthodes ont été appliquées par Karadjova L. et al. (2000) pour le traitement
des ¢échantillons en vue d’un dosage par SAAE du cadmium, du cobalt, du chrome, du
cuivre, du fer, du nickel et du plomb dans du lait, du fromage et du chocolat : dans I’une, la
minéralisation a ¢été réalisée au moyen d’un mélange d’acide nitrique et d’acide
perchlorique ; dans I’autre, ¢’est un mélange d’acide nitrique et d’eau oxygénée qui a été
utilisé pour la minéralisation, et le Triton X-100 comme modificateur de matrice.

Les limites de détection sont d’environ 0,3 ng.g” pour Cd ; 20 ng.g” pour Co ; 3,0
ng.g'1 pour Cr; 7 ng.g'1 pour Cu; 20 ng.g'1 pour Fe; 15 ng.g'1 pour Ni ; 15 ng.g'1 pour Pb.
Les teneurs dans le lait, exprimées en ng.g”', sont d’environ 19,0 + 8% pour Cd ; 190 +
3,6% pour Cr; 770 £ 2,3% pour Cu; 9,1 = 4,1% pour Fe ; 150 £ 5,2% pour Ni; 21,0 £+
6,3% pour Pb.

Milac¢i¢ R. et al. (2003) ont effectu¢ des déterminations de zinc, de cuivre, de
cadmium, de plomb, de nickel et de chrome dans les produits alimentaires en Slovénie. Ils
ont utilisé¢ un mélange de HNO; et HF pour minéraliser les échantillons dans un systéme a
micro-ondes et la SAAE pour le dosage des métaux. La limite de détermination de la
méthode est d’environ 0,35 mg.kg™' pour Zn ; 1,0 mg.kg™' pour Cu ; 0,03 mg.kg™ pour Cd ;
0,2 mg.kg" pour Pb; 0,2 mgkg” pour Ni et 0,05 mg.kg™ pour Cr. La teneur des métaux
dans les laits des formules infantiles est en moyenne < 0,03 mgkg” pour Cd; < 0,2
mg.kg" pour Pb...

Les concentrations de cadmium et de plomb dans différents types de lait ont été

déterminées par Rodriguez E.M.R et al. (1999) par SAAE. Ils ont utilis¢ un mélange HNO;
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/ HCIOy4 (9 :1) pour minéraliser les échantillons dans un systéme a micro-ondes. La teneur
en cadmium est comprise entre 0,6 et 11,3 ug.L'1 dans le lait humain ; entre 0,7 et 23,1
ng. L dans le lait de vache ; entre 3,4 et 5,9 pg.L™' dans le lait pasteurisé de vache ; entre
1,0 et 18,4 ug.L" dans le lait de chévre et entre 3,4 et 4,1 pg.L" dans les formules
infantiles. La teneur en plomb est comprise entre 0,1 et 32,3 pg.L"' dans le lait humain ;
entre 1,3 et 39,1 ug.L'1 dans le lait de vache ; entre 6,9 et 19,6 ug.L'1 dans le lait pasteurisé
de vache ; entre 0,4 et 38,5 pg.L™' dans le lait de chévre et entre 5,1 et 10,6 ug.L™' dans les
formules infantiles.

Karavoltsos S. et al. (2002) ont dosé le cadmium dans les produits alimentaires du
marché grec par SAAE-Zeeman. Ils ont utilis¢ de 8 a 12 mL d’acide nitrique pour
minéraliser des échantillons analytiques de 0,5g dans un systéme a micro-ondes a 120°C,
durant 5 heures. Les teneurs en cadmium, exprimées en ng. g'l, sont d’environ 0,6 + 0,2
pour le lait entier cru ; 1,0 + 1,0 pour le lait entier déshydraté ; 1,5 + 0,2 pour le lait maigre

du chocolat.
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Tableau 2 : Travaux réalisés sur le Plomb

Auteur, année M¢éthode de Méthode | Teneur dans le Limite de
traitement de dosage lait détection
Frkovic A. et al. (1997) Micro-ondes SAAE- - 1 pgL!
Zeeman
Swarup D . et al. (1997) | Voie humide SAA 0,28-0,36 -
(Kanfur en Inde) mg.L"
Jorhem L. et al. (2000) | Micro-ondes SAA 0,155-1,620
(HNO;+H,0,) mg.kg!
Krelowska-Kulas M. et | Voie séche SAAE 2-212 -
al. (1999) ( Pologne) ngL!
Plockinger B. et al. - SAAE 88,4 -
(1996) (Pologne) ug.L'1
(lait humain)
Hallen I. P. et al. (1995) - SAAE | 0,3-1,1 pg L’ -
Tahvonen R. et al. - SAAE 1-7
(1995) (Finlande) gkg!
Ayyadurai K et al - ICP-MS 4,0-36,6 -
(1998) ( Inde) ng.mL"
Sikiric M. et al. (HNO3+H,0,) SAAF 23,06-70,56 100 pgkg”
(2003) ng kg (blanc)
(Croatie)
Cerkvenik V. (2000) Voie seche a450| SAAF 0,07 50 pgkg'
(Slovénie) °C mg.kg!
Hejtmankova A. et al. SAAE 18,5 30 pgkg’
(2002) mg.kg!
(République Tcheque)
Leotsinidis M. et al. (HNOs) SAA <2,36 0,2 pgkg”
(2005) (Gréce) 150°C, 3h ngL! (blanc)
Cava-Montesinos P. et| Micro-ondes ICP-MS 42+0,2 0,05 pgkg’
al. (2005) (Espagne) (HNOs+H,0,) ng.g" (blanc)
Santos E.E. et al. (2004) (HNO3) ICP-MS 46-397 -
(Brésil) ngkg!
Licata P. et al. (2004) SAAE 0,10-9,92 -
(Italie) ngkg!
Tkem A. et al. (2002) Micro-ondes | ICP-OES | enpg. L’ -
(Nigeria) (HNO;+H,05,)
(UK) 0,410,1
(USA) 0,810,4
Martino F.A.R. et al.| Micro-ondes ICP-MS 1,5+0,4 0,92
(2001) (Espagne) (HNO;+H,0,) ngL? ng L
Coni E. et al. (2000)| Micro-ondes ICP-MS 2-30 -
(Italie) (HNO;+H,0,) pgL?
Tripathi R.M. et al.|Voie séche a 400 SAAF 1,70- 3,35 -
(1999) (Inde) °C ngL!
Rossipal E. et al. (1998) Micro-ondes ICP-MS 0,9-2,4 0,6 pg.L"
(Autriche) (HNO;+H,0,) ngL!
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Coni E. et al. (1996)| Voie séche a 420 | ICP-AES 0,05-0,10 -
(Italie) °C ng.g’
Coni E. et al. (1995) Voie séche a 420 | ICP-AES | 0,095-0,160 -
(Italie) °C ng.g’
Caggiano R. et al. (2005) | (HNOs+H,0,) SAA 0,20+0,06 -
(Italie) ng.g’
Ho C.-Y. et al.(2002) 400°C ICP-MS 5045 2,0 ugkg!
(Taiwan) ng.g’
Antunovic Z. et al. HNOs; + H,SOy4 SAAE 0,022-0,035 -
(2005) mgkg!
(Croatie)
Ursinyova M. et al. (HNO;+H,0,) SAAE 4,7 0,65 pgkg’
(2005) (Slovakia) ngkg!
Karadjova L. et al. (2000) | HNO3 + HCIO4 SAAE 21,0+£6,3% 15 pgkg”
(Bulgarie) + H,0O, ng.g’
Milacic R. et al. (2003) HNO3 + HF SAAE <02 200 pg.kg”
(Slovénie) mg.kg!
Rodriguez E. M. et al.| HNO;s + HCIO4 SAAE 0,1-32,3 (LH) -
(1999) (Espagne) 1,3-39,1 (LV)

5,1-10,6 (LI)

pg.L!
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Tableau 3 : Travaux réalisés sur le Cadmium

Auteur, année M¢éthode de Méthode | Teneur dans le | Limite de
traitement de dosage lait détection
Frkovic A. et al. (1997) Micro-ondes SAAE- - 0,3 pg.L"
Zeeman
Swarup D . et al. (1997) Par voie humide SAA 0,004-0,014 -
(Kanfur en Inde) mg.L"!
Jorhem L. et al. (2000) Micro-ondes SAAE 0,012-0,482
(HNO;+H,0,) mg.kg!
Larsen E.H. et al. (1991) Dans une bombe SAAE - 0,7 ngkg ™
(160°C), HNO;
Krelowska-Kulas M. et Voie seche SAAE 2-60pg.L " -
al.(1999) (Pologne)
Plockinger B. et al. (1996) - SAA 2,75 ng.L! -
(Pologne) (lait humain)
Hallen I. P. et al. (1995) - SAA 0,02-0,1pg. L -
Milhaud G.E et al. (2000) - SAAE [1,44-3,54ugL’| 02 pgL’
(France)
Sikiric M. et al. (2003) (HNOs+H,0,) SAAF |[3,02-6,47 pgkg | 32 ugkg ™
(Croatie) ! (blanc)
Cerkvenik V. (2000) Voie seéche SAAF - 3ugkg ™
(Slovénie) a450 °C
Hejtmankova A. et al. SAAE 2,91 mgkg' 2 ugkg ™!
(2002)
(République Tcheque)
Leotsinidis M. et al. (2005) (HNO») SAA <0,696 ug.L" | 0,01 pgkg
(Gréce) 150°C, 3h !
(blanc)
Cava-Montesinos P.  et| Micro-ondes ICP-MS | 3,6+0,1 ng.g’ | 0,05 ug.kg
al.(2005) (Espagne) (HNO;+H,0,) !
(blanc)
Santos E.E. et al. (2004) (HNO») ICP-MS | 0,03-5,0 pg.kg” -
(Bresil)
Licata P. et al. (2004) SAAE |<0,01- -
(Italie) 2,80pg kg’
Ikem A. et al. (2002) Micro-ondes ICP-OES en pg.mL™’ -
(Nigeria) (HNO3+H;,05,) -
(UK) 0,3+0,9
(USA) -
Martino F.A.R. et al. (2001)| Micro-ondes ICP-MS | 0,504+0,19 pg.L™"| 0,25 ug. L
(Espagne) (HNO;+H,05)
Coni E. et al. (2000) Micro-ondes ICP-MS 0,7-4,6 ng.L" -
(Italie) (HNO3+H,05,)
Tripathi R.M. et al. (1999) Voie seéche SAAF 0,07-0,10 pg.L™ -
(Inde) a400 °C
Rossipal E. et al. (1998) Micro-ondes ICP-MS | 02-13pugL" [09pgL™
(Autriche) (HNO;+H,05,)
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Coni E. et al. (1996) Voie seéche ICP-AES | 0,03-0,17 pg.g” -
(Italie) a420 °C
Coni E. et al. (1995) Voie seche a 420 | ICP-AES 0,066-0,130 -
(Italie) °C ng.g’
Caggiano R. et al. (2005) (HNO;+H,0,) SAA 0,06+0,02 -
(Italie) ng.g’
Karavoltsos S. et al. (2002) HNO;3 SAAE 0,6+0,2 -
(Grece) ng.g"
Ho C.-Y. et al.(2002) 400°C ICP-MS 0,2+0,1 0,2 ngkg ™
(Taiwan) ng.g"
Antunovic Z. et al. (2005) HNOs + H,SOy4 SAAE 0,004-0,011 -
(Croatie) mg.kg!
Ursinyova M. et al. (2005) (HNO;+H,0,) SAAE 0,43 0,032
(Slovaquie) ngkg! ngkg™!
Karadjova L. et al. (2000) HNO; + HCIO4 SAAE 19,0£8,0% |03 ngkg ™
(Bulgarie) + H,0O, ngkg™!
Milacic R. et al. (2003) HNO3 + HF SAAE <0,03 30 pgkg ™!
(Slovénie) mg.kg!
Rodriguez E. M. et al.| HNO; + HCIO4 SAAE 0,6-11,3 (LH) -
(1999) (Espagne) 0,7-23,1 (LV)
3,4-4,1 (L)

pg.L”!
Karavoltos S. et al. (2002) Micro-ondes SAAE- 0,6+0,2 (LV) -
(Grece) (HNO») Zeeman 1,0£1,0(LD)

pgkg™

Une synthése des travaux de recherches sur le dosage du plomb et du cadmium dans
le lait nous conduit a retenir :

- qu’on trouvegénéralement du plomb et du cadmium dans les laits, qu’il s’agisse de lait
humain, de lait de vache, de brebis, de lait de chévre, ... et que la meilleure limite de
détection obtenue sur la solution synthétique (standards dans de 1’eau ultrapure a 1% de
HNO3) est d’environ 0,92 pg. L pour le plomb (Frkovic A. et al., 1997) et 0,2pg. L™ pour
le cadmium (Milhaud G.E. et al., 2000).

- Pour essayer d’améliorer la méthode de détermination des métaux dans le lait, nous
allons rechercher les meilleures conditions possibles pour la mesure puis pour le traitement
des échantillons.

Rappelons que l'objectif général de notre thése est de développer des méthodes
rapides d'analyse physico-chimique, ayant des seuils de détection aussi bas que possibles,
et de les valider en vue de leur application a de grandes séries d'échantillons agro-
pourront étre alors utilisés comme indicateurs de pollutions

alimentaires, qui

environnementales.
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2.3. DOSAGE DU PLOMB ET DU CADMIUM

Nous avons utilis¢ le DigiPREP pour minéraliser les échantillons de lait par voie
humide et la SAAE pour le dosage du plomb et du cadmium. Le bloc DigiPREP dispose de
24 puits et offre les dernieres avancées technologiques des blocs de digestion en graphite.
Les blocs en graphite sont recouverts de téflon, pour résister aux attaques corrosives et
garantir une longue durée d’utilisation du bloc dans I’environnement d’un laboratoire. Les
dispositifs suivants ont été prévus :

- Controle par clavier, écran tactile multi-étapes ou ordinateur déporté

- Versions capotables avec fitration de I’air entrant

- Sonde de température dans I’échantillon pour contrdler les réactions exothermiques et
maintenir des conditions de température, quels que soient les volume et le nombre
d’échantillons, les conditions climatiques

- Sonde de niveau pour évaporation HF et concentration avant analyse,...

- Les tubes de digestion les plus propres sur le marché : SCP SCIENCE afferme utiliser le
polypropyléne le plus propre possible, qui garde une bonne résistance aux acides et une
bonne transparence (Graduations faciles a lire a 10, 20, 25, 30, 40 et 50 mL). Les bouchons
permettant une fermeture hermétique sont en polyéthyléne sans contaminants. Les verres
de montre fabriqués en polypropyléne avec un taux d’impuretés métalliques extrémement

bas, ont été spécialement congus pour une digestion avec reflux.

2.3.1. Recherche des meilleures conditions pour la mesure en
SAAE

2.3.1.1. Méthode de mesure

Le lait pouvant étre une matrice de composition trés variable pour une méme série
d’échantillons analysés, on utilise pour la mesure la méthode des ajouts dosés : celle-ci
consiste a additionner une quantité connue de 1’¢1ément considéré a la prise d’essai de la
solution étudiée. Le volume de cet ajout doit étre suffisamment faible pour que 1’on puisse
négliger la variation de volume de la solution d’échantillon ou, si nécessaire, on effectue
une correction de volume. On mesure ensuite 1’absorbance des solutions avec ou sans ajout
pour tracer la droite qui représente 1’absorbance en fonction de la concentration. Son
intersection avec 1’axe des abscisses donne la concentration de 1’analyte dans la solution
sans ajout. Cette fagon d’opérer suppose bien siir qu’on se place dans le domaine de

linéarité de la méthode qui aura donc été préalablement déterminé. Si la méthode des
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ajouts dosés peut étre considérée comme un mode d’étalonnage intéressant pour 1’analyse

de matrices complexes, il n’en reste pas moins vrai qu’elle ne résout pas tous les

problémes : elle ne permet pas en particulier de corriger les interférences non spécifiques,

c’est-a-dire les effets additifs.

2.3.1.2. Choix des conditions de temps et de température pour la programmation du

four

Nous avons préparé la série d’échantillons qui est présentée ci-dessous :

Tableau 4 : Série d’échantillons préparés en vue de choisir les conditions de temps et

de température pour la programmation du four

Echantillons

Commentaires

Blanc

HNOs 1%

1,0 pg. LT Cd + 10,0 pg.L T Pb

dans HNO; 1%

2,0 ug.LT Cd+20,0 ug.LT Pb

dans HNO; 1%

5 mL de lait + 2 mL HNO; + 1 mL H,0O, + 250 pL St.
—> (minéraliser avec le DigiPREP) - 25 mL

C souce = 1,0 pg. L' de Cd + 10,0 pg L™ de
Pb dans HNO3 1%

1,0 ug.L" Cd+10,0 pg.L"" Pb+MgNO;

dans HNOs 1% + Mg(NO 3),
(de 0,03 4 0,1 %)

2,0 ug.L" Cd +20,0 pg L' Pb + MgNO;

dans HNOs 1% + Mg(NO 3),
(de 0,03 20,1 %)

5 mL de lait + 2 mL HNO; + 1 mL H,0O, + 250 pL St.
- (minéraliser avec le DigiPREP) - 25 mL +

Mg(NO3),

C souce = 1,0 pg. L' de Cd + 10,0 pg. L™ de
Pb dans HNO3 1% + Mg(NO 3)2
(de 0,03 40,1 %)

1,0 ug.L" Cd+10,0 ug.L"" Pb + NH4H,PO,

dans HNO3; 1% + NH4H,PO4
(de 0,03 2 0.1 %)

2,0 ug.L" Cd+20,0 pg.L"" Pb + NH4H,PO,

dans HNO3; 1% + NH4H,PO4
(de 0,03 20,1 %)

5 mL de lait + 2 mL HNO;+ 1 mL H,O, + 250 uL St.
- (minéraliser avec le DigiPREP) > 25 ml +
NH4H,PO4

C sjouce = 1,0 pg. L' de Cd + 10,0 pg. L™ de
Pb dans HNO3 1% + NH4H2PO4
(de 0,03 20,1 %)

1,0 pgL' Cd + 10,0 pgL" Pb + Mg(NO3), + |HNO; 1% + Mg(NO3), (de 0,03 4 0,1 %) +
NH4H,PO, NH,4H,PO, (de 0,03 4 0,1 %)
2,0 pgL" Cd + 20,0 pgL" Pb + Mg(NO3), + |HNO; 1% + Mg(NO3), (de 0,03 4 0,1 %) +
NH,H,PO, NH4H,PO, (de 0,03 20,1 %)

5 mL de lait + 2 mL HNO; + 1 mL H,O, + 250 pL St.
- (minéraliser avec le DigiPREP) - 25 mL +
Mg(NO 3), + NH4H,PO4

C souce = 1,0 pg. L' de Cd + 10,0 pg. L™ de
Pb dans HNOs 1% + Mg(NO 3), (de 0,03 a
0,1 %)+ NH4H,PO, (de 0,03 4 0,1 %)

St. : représente une solution standard contenant 1000 pg.L" de Pb et 100 ug.L™' de Cd

Tous les programmes de temps et de température du four, tels qu’ils sont présentés dans les

tableaux 5 et 6, ont été essayés sur toute la série d’échantillons du tableau 4.
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2.3.1.2.1. Choix des conditions de temps et de température du four pour le dosage du

plomb

On a fait varier la température de décomposition (la température d’atomisation étant
fixe), puis la température d’atomisation étant variable. Pour le plomb dans HNOs a 1%, la
meilleure température de décomposition est moins de 500°C comme meilleure et plus de
1800°C comme meilleure température d’atomisation. Pour trouver les meilleures

conditions de temps et de température pour le dosase du plomb, les programmes suivants

ont €té essayes :

Tableau 5 : Programmes de temps et de température du four pour Pb

Séchage (1) Pyrolyse (2) | Atomisation (3) | Nettoyage (4) Résultats (*)

50/140 °C, 30/5s | 140/400 °C, | 400/1600°C, 1600/1900°C, | plusieurs pics
30/10 s 0/5s 0/5s

50/140 °C, 30/5s | 140/400 °C, | 400/1700°C, 1700/2000°C, | plusieurs pics
30/10 s 0/5s 0/5s

50/140 °C, 30/5s | 140/400 °C, | 400/1800°C, 1800/2100°C, | plusieurs pics
30/10 s 0/5s 0/5s

50/140 °C, 30/5s | 140/400 °C, | 400/1900°C, 1900/2200°C, | plusieurs pics
30/10 s 0/5s 0/5s

50/140 °C, 30/5s | 140/400 °C, | 400/2000°C, 2000/2300°C, | plusieurs pics
30/10 s 0/5s 0/5s

50/140 °C, 30/5s | 140/400 °C, | 400/2100°C, 2100/2400°C, | plusieurs pics
30/10s 0/5s 0/5s

50/140 °C, 30/5s | 140/400 °C, | 400/2200°C, 2200/2500°C, | plusieurs pics
30/10s 0/5s 0/5s

50/140 °C, 30/5s | 140/400 °C, | 400/2300°C, 2300/2600°C | (**) un seul pic
30/10 s 0/5s ,0/5s

50/140 °C, 30/5s | 140/400 °C, | 400/2400°C, 2400/2700°C, | Le signal ne revient
30/10's 0/5s 0/5s pas a la ligne de base

(*) Nous présentons ici des résultats qualitatifs obtenus pour la majeure partie des

échantillons du tableau 4.
(1) 50/140°C, 30/5s : monter de 50°C a 140°C en 30s et rester a 140°C durant 5s

(2) 140/400 °C, 30/10s : monter de 140°C a 400°C en 30s et rester a 400°C durant 10s
(3) 400/1600°C, 0/5s : monter de 400°C a 1600°C en Os et rester a 1600°C durant 5s
(4) 1600/1900°C, 0/5s : monter de 1600°C a 1900°C en Os et rester a 1900°C durant 5s
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2.3.1.2.2. Choix des conditions de temps et de température du four pour le dosage du

cadmium

Ayant montré de méme, pour le cadmium dans HNO3 a 1%, que la température de

décomposition doit rester inférieure a 300°C et celle d’atomisation supérieure a 1 300°C,

on a exécuté les programmes du tableau 6 pour rechercher les meilleures conditions.

Tableau 6 : Programmes de temps et de température du four pour Cd

Séchage Pyrolyse Atomisation Nettoyage Résultats (*)
50/140 °C, 140/300 °C, | 300/1400°C, 1400/2500°C, | plusieurs pics
30/5s 30/10s 0/5s 0/5s
50/140 °C, 140/300 °C, | 300/1500°C, 1500/2500°C , | plusieurs pics
30/5s 30/10s 0/5s 0/5s
50/140 °C, 140/300 °C, | 300/1600°C, 1600/2500°C, | plusieurs pics
30/5s 30/10s 0/5s 0/5s
50/140 °C, 140/300 °C, | 300/1700°C, 1700/2500°C, | plusieurs pics
30/5s 30/10s 0/5s 0/5s
50/140 °C, 140/300 °C, | 300/1800°C, 1800/2500°C, | (**)un seul pic
30/5s 30/10 s 0/5s 0/5s
50/140 °C, 140/300 °C, | 300/1900°C, 1900/2500°C, | plusieurs pics
30/5s 30/10s 0/5s 0/5s
50/140 °C, 140/300 °C, | 300/2000°C, 2000/2500°C, | plusieurs pics
30/5s 30/10s 0/5s 0/5s
50/140 °C, 140/300 °C, | 300/2100°C, 2100/2500°C, | Le signal ne
30/5s 30/10's 0/5s 0/5s revient pas a la

ligne de base
50/140 °C, 140/300 °C, | 300/2200°C, 2200/2500°C, | Le signal ne
30/5s 30/10's 0/5s 0/5s revient pas a la

ligne de base

(**) Pour les études qui suivent nous avons choisi le programme indiqué en caracteres
gras : ce programme permet d’obtenir des signaux qui sont bien symétriques, avec

une bonne répétabilité.
2.3.1.3. Limites de détection et de quantification de l1a méthode

La limite de détection (LD) est définie comme la plus faible concentration d’un
¢lément qui peut étre déterminée avec un degré de confiance de 95%, ce qui correspond en
général a une concentration de 1’analyte qui produit un signal a peu pres €gal a trois fois la
valeur du bruit de fond ; cette valeur est en pratique estimée sur la moyenne d’une dizaine

de mesures successives.
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A cette définition vient s’ajouter celle d’une limite de quantification (LQ),
correspondant a la plus faible concentration de I’analyte qui peut étre raisonnablement

déterminée dans la matrice envisagée.

2.3.1.3.1. Détermination du domaine de linéarité

Nous avons préparé une série de solutions synthétiques de plomb et de cadmium aux

concentrations indiquées dans le tableau 7.

Tableau 7 : Série d’échantillons préparés pour délimiter une droite

Pb (ug.L") Pb (ug.L") Cd (ugL" Cd (ugL"
0 60 0 6
2.5 65 0.25 6.5
5 70 0.5 7
10 75 1 7.5
15 80 1.5 8
20 85 2 8.5
25 90 2.5 9
30 95 3 9.5
35 100 3.5 10

40 105 4 10.5
45 110 4.5 11
50 115 5 11.5
55 120 5.5 12
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Figure 4 : Courbes d’étalonnage obtenues pour Cd et Pb
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D’aprés la figure 5, il semble qu’on puisse choisir comme limite supérieure du
domaine de linéarité une concentration de 3 pg.L™' pour le cadmium et de 35 pg.L™" pour le

plomb
2.3.1.3.2. Calcul des limites de détection et de quantification

Pour tracer les deux droites d’étalonnage qui correspondent au plomb et au cadmium,
on prépare 3 solutions en milieu HNOj; 1%, a des concentrations C; = 30,0 pg.L" pour le
plomb et 3,0 pg.L"' pour le cadmium ; par ailleurs, pour construire chacune des deux
droites, on prépare 3 fioles d’une solution HNOj; 1%. On effectue ainsi 6 mesures pour

chacun des 2 éléments : nos résultats sont présentés dans le tableau 8.

Tableau 8 : droites d’étalonnage pour Cd et Pb (en unités d’absorbance)

Cd Pb
HNO; 1% Cd 3,0 pgL” HNO; 1% Pb 30,0 pg.L"
0,0010 0,2688 0,0008 0,1686
0,0012 0,2701 0,0011 0,1677
0,0009 0,2693 0,0010 0,1680
Moyenne = 0,0010 0,2694 0,0010 0,1681

Les résultats obtenus permettent de calculer des limites de détection et de
quantification (Feinberg M., 2003), en s’appuyant sur le modele mathématique classique y
=apta;x +e (1) dans lequel :

- x désigne la concentration de la solution étalon

-y, ’absorbance mesurée

- e, le bruit de fond

- apreprésente le blanc, c’est-a-dire la réponse en I’absence d’analyte

- ay, la sensibilité ou pente du modele d’étalonnage
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_______________________ O
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Pente (sensibilité)

Ordonnée a I’origine (blanc)

a0

Concentration x

>

Figure 5 : Principe de la méthode des moindres carrés.

La figure S illustre le modéle (1): ap est le blanc qui correspond a la réponse en absence
d’analyte et a; la sensibilit¢ ou pente du modele d’étalonnage. Déterminer la droite

d’étalonnage revient a calculer ag et a; a I’aide des réponses y; de p solutions étalons x; (1 <

i <p). L’estimation de la variance résiduelle, notée s’ , est donnée par la formule (2) :

p A
Z(yi _yi)z
2 _ =l

e

s )

p—=2

Dans la formule (2), p représente le nombre de solutions étalons. La variance
résiduelle sert ensuite a calculer les variances de la sensibilité et du blanc. En effet, les
coefficients ay et a; ne sont pas des constantes mais des variables aléatoires car, si 1’on

répéte I’étalonnage, on ne trouvera pas en effet deux fois les mémes valeurs :

2 Se 4S:
Sal = = pc2 (3)
P
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Figure 6 : Limite de détection et niveau critique

La limite de détection (LD) se définit en termes statistiques. Elle correspond a la
concentration en dessous de laquelle la probabilité de se tromper en rejetant 1’hypothese
qu’un échantillon blanc contient 1’analyte est treés petite. C’est un risque d’erreur de type I,
noté a. De méme, il est aussi possible d’introduire le risque d’erreur de type II, noté 3, pour
définir ce qu’on appelle parfois le niveau critique (NC). C’est la concentration en dessous
de laquelle on a peu de risque faible d’affirmer qu’un échantillon qui contient réellement
I’analyte est un échantillon blanc. Le niveau critique se place a une concentration plus
¢levée que la limite de détection. La figure 6 illustre ces deux concepts complémentaires.
En pratique, le calcul de la limite de détection revient a faire un test de conformité entre la
réponse pour un échantillon blanc et 0. En fait, on recherche la limite, notée yip, a partir de
laquelle on rejetterait ’hypothése au niveau de confiance 1-a (dans ce cas on choisit un test
unilatéral car on ne s’intéresse, bien entendu, qu’aux concentrations supérieures au blanc).
Finalement, on débouche sur les deux formules suivantes ou sy est 1’écart type du blanc :

YLD = t1-q Sbi

yNC = YD + tip Sol = (ti- + ti-p) Sbi
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Dans ce cas, le nombre de degrés de libertés de la variable de Student est égal a n-1
ou n représente le nombre de mesures effectuées pour calculer s,. La limite de détection

(LD) est calculée au moyen des formules (5) :

_ Vi _ LS _ %o +3S”o 5
Xip = = = &)
a; a; a;

Quant a la limite de quantification (LQ), elle n’a pas de signification statistique mais
correspond plutdt a une pratique des analystes qui font la différence entre un échantillon
réellement blanc et un échantillon non quantifiable. Selon les mémes notations, sa valeur

est par convention :

fp = a, +10s, ©
al
(o =1%)
Pour la limite de détection (LD) et la limite de quantification (LQ), nous trouvons ainsi :
LD= 0,5 pg.L" : LQ = l4pgL" pour Pb
LD= 0,04 pgL' ; LQ =0,11pgLl"' pourCd

Ces valeurs doivent étre comparées a celles des tableaux 2 et 3 qui donnent comme
valeurs inférieures des LD :
- pour le plomb, 1 ug.L"' par SAAE-Zeeman (Frkovic A. et al., 1997) et 0,92 pg.L"
par ICP-MS (Martino F.A.R et al., 2001) ;
- et pour le cadmium, 0,2 pg. L™ par SAAE (Milhaud G.E. et al., 2000).
Avec les conditions que nous avons choisies, nos résultats semblent donc meilleurs

que ceux trouvés dans la littérature.
2.3.2. Recherche des meilleures conditions de minéralisation

2.3.2.1 Dosage du plomb et du cadmium contaminant les solutions d’acides,

d’oxydants et de modificateurs utilisées pour nos essais

Nous avons préparé des solutions d’acides, d’oxydants et de modificateurs pour
vérifier leurs teneurs en plomb et cadmium. Nous avons trouvé une teneur en cadmium
significative pour le modificateur NHsH,PO, : elle est de 0,1 pg.L™" dans la solution a
2,0% de NH4H,PO4 (Voir tableau 9). Mais, comme nous allons utiliser un mélange de
modificateur dont la concentration dans la solution finale reste comprise entre 0,03 et 0,1
%, la teneur en cadmium ainsi apportée aux solutions de mesure restera treés faible ( <

0,0075 ue.L™, soit 0,15 x 0,1/2,0) (*)
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Tableau 9 : Teneurs en Pb et Cd dans les diverses solutions d’acides, oxydants et

modificateurs
Echantillons Pb cd
Absorbance | Concentration | Absorbance | Concentration
HNO; 1% 0,0010 - 0,0015 -
1,0 ugL!' Cd + 10,0 pugL" Pb/|0,0453 10 pg.L! 0,0910 1,0 pg.L!
HNO; 1%
2,0 pgL! Cd + 20,0 ug.L"! Pb /| 0,0904 20 pg. L 0,1904 2,0 pgL?
HNO; 1%
HNO; 3% 0,0024 - 0,0016 -
HNO; 1% + Mg(NO3), (10%) (4 : 1) | 0,0009 - 0,0011 -
HNO; 1% + NH4H,PO,4 (10%) (4 : 1) | 0,0013 - 0,0140 0,15 ng. L’
(NH4H,PO, 2%) )
HNO; 1% + HCI1 (20 : 1) 0,0036 - 0,0013 -
HNO; 1% + H,S04(20 : 1) 0,0028 - 0,0018 -
HNO; 1% + H,0, (10 : 1) 0,0002 - 0,0016 -
HNO; 1% + Mg(NO3), (40%) (4 : 1) | 0,0014 - 0,0026 -
HNO; 1% + NH4H,PO, (40%) (4 : 1) | 0,0005 - 0,0745 0,82 ng. L’
(NH4H,PO, 8%)
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minéralisation

2.3.2.2. Choix d’un mélange d’acides ou d’un mélange d’acide et d’oxydant pour la

Tableau 10 : Série d’échantillons préparés pour choisir les conditions de

minéralisation
Echantillons Agents de minéralisation Commentaires
5 mL de lait + 250 pl St. 2 mL HNO; 65% St. : Pb 1000 pg.L"
5 mL de lait + 250 pl St. 2 mL HCI Cd 100 pg L™
5 mL de lait + 250 pl St. 2 mL H,S0,4 Ajout final :
5 mL de lait + 250 pl St. 0,5 mL HNO;+ 1,5 mL HCI (1:3) Pb - 10,0 pglL’
(~ppb)

5 mL de lait + 250 pl St.

2 mL HNO; + | mL H,0, (2 :1)

5 mL de lait + 250 pl St.

2 mL HCl + | mL H,0, (2 :1)

5 mL de lait + 250 pl St.

2 mL H,SO,4 + 1 mL H,0,(2 :1)

Cd- 1,0 pg.L" (~ppb)

5 mL de lait 2 mL HNO; 65%
5 mL de lait 2mL HCI
5 mL de lait 2 mL H,SO,
5 mL de lait 0,5 mL HNO; + 1,5 mL HCI (1:3) Lait (*)
5 mL de lait 2 mL HNO; + 1 mL H,0, (2 :1)
5 mL de lait 2 mL HCI + 1 mL H,0, (2:1)
5 mL de lait 2 mL H,SO, + 1 mL H,0,(2 :1)
2 mL HNO; 65%
2 mL HCI
2 mL HQSO4
0,5 mL HNO;+ 1,5 mL HCI (1:3) Blanc

2 mL HNO; + 1 mL H,0, (2 :1)
2 mL HCI+ 1 mL H,0, (2:1)
2 mL HQSO4 +1mL HzOz (2 1)

(*) Pour préparer les échantillons, nous avons utilisé du lait pasteurisé entier
« pasteurisation haute, a conserver au froid »

La pasteurisation est un traitement moins sévere que la stérilisation ; elle peut étre
obtenue en maintenant le lait 20 secondes a 80-85 °C ou 30 minutes a 63 °C. Moins
coliteuse et plus simple que la stérilisation, elle nécessite de controler avec attention la
durée et la température du traitement, puis d’assurer un refroidissement rapide du lait pour
ne pas 1’exposer trop longtemps a des températures trés favorables au développement de
micro-organismes (20-30 °C). Le lait pasteurisé ne se conserve que quelques jours au froid.

Le protocole expérimental appliqué pour les mesures sur le lait est le suivant :

- Verser 5 mL de I’échantillon de lait dans un tube plastique

- Ajouter les agents de minéralisation

- Me¢élanger et évaporer a sec sur le DigiPREP a 95°C

- Reprendre par 30 mL de HNO3 1% et évaporer jusqu’a 20 mL
- Diluer a 25 mL dans une fiole par HNO;3 1 %.
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Nos résultats, qui sont présentés dans les tableaux 11 et 12, correspondent chacun a

la moyenne de 2 répétitions.

Tableau 11 : Choix d’un mélange d’acide et d’oxydant (pour Pb) : résultats obtenus

Agents de | Etat de la Résultats pour Pb Résultats pour Pb
minéralisation solution (ajout final ~ 10 pg.L™) (lait sans ajout)
Absorbance | Concentration | Absorbance Concentration
-1 -1

(ng.L7) (ng.L7)

HNO; 65% jaune clair 0,0444 9,12 0,0038 -

HCI noir 0,0426 8,75 0,0081 1,6 (1)

H,S0, noir 0,0187 3,90 0,0016 -

HNO; + HCI | jaune clair 0,0327 6,71 0,0029 -

(1:3)

HNO; + H;0, | jaune clair 0,0457 9,38 0,0043 -

(2:1)

HCl + H,0, | noir 0,0383 7,86 0,0089 1,8 (1)

(2:1)

H,SO;, + H,0, | noir 0,0214 4,39 0,0007 -

2:1)

Standard Pb- 0,0487 10,00

10,0 pg.L"/

HNO; 1%

(1) Nous pensons pouvoir attribuer ces valeurs de 1,6 et 1,8 ug.L™', obtenues pour le plomb

dans le lait sans ajout, a une pollution lors de la minéralisation.

Tableau 12 : Choix d’un mélange d’acide et d’oxydant (pour Cd) : résultats obtenus

Agents de Etat de la Résultats pour Cd Résultats pour Cd
minéralisation solution (ajout final ~ 1,0 pg.L™) (Iait sans ajout)
Absorbance | Concentration | Absorbance | Concentration
(ug.L™h (ng.Lh
HNO; 65% jaune clair 0,0832 0,91 0,0043 -
HCl noir 0,0811 0,89 0,0079 -
H,SO, noir 0,0487 0,53 0,0019 -
HNO;+ HCI (1:3) | jaune clair 0,0637 0,70 0,0032 -
HNO; + H,O, (2 :1) | jaune clair 0,0898 0,98 0,0045 -
HCI + H,0, (2 :1) noir 0,0685 0,75 0,0084 -
H,SO, + H,O, (2 :1) noir 0,0434 0,47 0,0011 -
Standard Cd — 0,0914 1,00
1,0 mg.L"' / HNO,
1%

Nous allons donc choisir un mélange d’acide (HNO;) et d’oxydant (H,O,) pour la

minéralisation des échantillons de lait au moyen du minéralisateur DigiPREP car :
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- les résultats obtenus pour le plomb et cadmium sont les plus élevés (meilleure

sensibilité) ;

- ce mélange est bien adapté a une reprise des cendres par HNO; 1%, bien adapté

¢galement au dosage du plomb et du cadmium par SAAE.

2.3.2.3. Choix du temps pour minéraliser des échantillons analytiques

On a réalisé une série d’essais qui sont présentés dans le tableau 13 :

Tableau 13 : Essais réalisés pour choisir le temps de minéralisation

X1 X2 X3 X4 X5

5 mL de lait + |5 mL de lait + |5 mL de lait + |5 mL de lait + | 2 mL HNO; + 1
250 pL St. + 2| 250 pL St. +2 | 250 uL St. +2 | 250 uL St. + 2 | mL H,0,

mL HNO; + 1 | mL HNO; + 1 |mL HNO; + 1 | mL HNO; + 1

mL H,0; mL H,0; mL H,0; mL H,0;

(@ sec ~ 4| (6heures) (8 heures) (10 heures) (Blanc)
heures)

Z1 72 73 74 75

5 mL de lait + |5 mL de lait + |5 mL de lait + |5 mL de lait + | 2 mL HNO; + 1
250 pL St. +2 | 250 pL St. +2 | 250 uL St. +2 | 250 uL St. +2 | mL H,O, + 10
mL HNO; + 1 |mL HNO; + 1 |mL HNO; + 1 | mL HNOs; + 1 | mL H,O

mL H,O, + 10 | mL H,O, + 10 | mL H,O, + 10 | mL H,O, + 10

mL H,O mL H,O mL H,O mL H,O

(@ sec ~ 5| (7 heures) (9 heures) (11 heures) (Blanc)

heures)

St. : représente une solution standard contenant 1000 pg.L™' de Pb et 100 pg.L" de Cd
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Tableau 14 : Choix d’un temps de minéralisation pour le plomb : résultats obtenus

Echantillons Résultats pour Pb Résultats pour Pb
(ajout final ~ 10 pg.L"") (ajout final ~ 10,0 pg.L™)
On utilise le modificateur
Mg(NO3), et NH4H,PO,4 (0,03-0,1 %)
Concentration Concentration
(rgL?) (rgL™)
X1 (4 heures) 4,60 8,84
X2 (6 heures) 4,55 8,39
X3 (8 heures) 3,43 8,31
X4 (10 heures) 7,87 9,32
X5 Blanc
Z1 (5 heures) 1,30 9,07
72 (7 heures) 1,22 8,45
73 (9 heures) 2,54 8,22
74 (11 heures) 8,37 9,59
Z5 Blanc
Standard Pb-10,0 10,00 10,00
ng L' /HNO; 1%

Tableau 15 : Choix d’un temps de minéralisation pour le cadmium : résultats obtenus

Echantillons

Résultats pour Cd

(ajout final ~ 1,0 pg.L™")

Résultats pour Cd
(ajout final ~ 1,0 pg.L™")
On utilise le modificateur
Mg(NO:,)Z et NH4H2PO4 (0,03-0,1
%)

Concentration Concentration
(ngL™h (ngL™h

X1 (4 heures) 1,09 2,00
X2 (6 heures) 0,98 1,85
X3 (8 heures) 0,68 1,80
X4 (10 heures) 1,31 1,59
X5 Blanc

Z1 (5 heures) 1,22 2,02
72 (7 heures) 0,98 1,87
73 (9 heures) 0,96 1,81
74 (11 heures) 1,39 1,60
Z5 Blanc

Standard Cd -1,0 1,00 1,00
ng L' /HNO; 1%

Les résultats des tableaux 14 et 15, indiquent qu’une bonne minéralisation des

échantillons de lait conduit a une concentration maximale d’environ 8,37 ug.L"' pour Pb et
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de 1,39 ug.L'1 pour Cd ; si la minéralisation n’est pas bonne, on utilise des modificateurs
et les concentrations maximales trouvées sont alors d’environ 9,59 pg.L”' pour Pb et de
2,02 pg.L"! pour Cd. En définitive, nous préférerons choisir les conditions de I'essai Z1

qui, avec un modificateur de matrice, permet de réduire a 5 heures le temps de

minéralisation.

2.3.2.4. Choix du volume d’acide et d’oxydant utilisé pour la minéralisation

On a réalis¢ une série d’essais qui sont présentés dans le tableau 16 :

Tableau 16 : Essais réalisés préparés pour choisir le volume d’acide et d’oxydant

YI(1) Y2 Y3 Y4 Y5

5 mL de lait + |5 mL de lait + |5 mL de lait + |5 mL de lait + |5 mL HNO; +
250 pL St. 250 pL St. 250 pL St. 250 pL St. 2,5 ml H,O,
+2mL HNO;+ | + 3 mL HNO; + | + 4 mL HNO;+ | + 5 mL HNO; +

1 mL H,0; 1,5 mL H,0; 2mL H,0; 2,5mL H,0, (Blanc)

(10 heures) (10 heures) (10 heures) (10 heures)

(1) Contrairement a notre choix précédent d’un temps de 5 heures pour la minéralisation,
nous avons di prendre ici un temps de 10 heures, nécessaire pour pouvoir réaliser une
évaporation a sec lorsque le volume des réactifs de minéralisation est augmenté, passant au

total de 3 a 7,5 mL.

Tableau 17 : Choix du volume d’acide et d’oxydant pour le plomb : résultats obtenus

Echantillons Résultats pour Pb Résultats pour Pb

(ajout final ~10 pg.L™" ) (ajout final ~ 10,0 pg.L™" )
On utilise le modificateur
Mg(NO3),; et NH4H,PO4 (0,03-0,1%)
Concentration Concentration
(ngl™) (ngl™

Y1 8,26 8,33

Y2 9,06 8,83

Y3 8,66 8,51

Y4 8,40 8,25

Y5 (Blanc)

Standard Pb-10,0 10,00 10,00

ng L'/ HNOs 1%
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Tableau 18 : Choix du volume d’acide et d’oxydant pour le cadmium : résultats

obtenus
Echantillons Résultats pour Cd Résultats pour Cd
(ajout final (ajout final ~ 1,0 ng.L™")
~1,0 ug.L'l) On utilise le modificateur
Mg(NOs3), et NH4sH,PO,4 (0,03-0,1
%)
Concentration Concentration
-1 -1
(ng.L) (ng.L)
Yl 1,26 1,54
Y2 1,33 1,47
Y3 1,34 1,36
Y4 1,33 1,28
Y5 (Blanc)
Standard Cd -1,0 1,00 1,00
ug.L! /HNO; 1%

Considérant les résultats des tableaux 17 et 18, on va choisir les conditions de 1’essai Y2,
c’est-a-dire un mélange de 3 mL HNOs et 1,5 mL H,O, pour minéraliser 5 mL de lait. 11
est a noter que les résultats de I’essai Y1 différent Iégérement des résultats de 1’essai X4
car le lait utilisé n’est pas le méme dans ces 2 séries d’essais. De plus, nous avons constaté,
pour I’essai Y,, que 5 heures suffisent pour évaporer a sec. On peut donc retenir le

protocole décrit ci-apres.
2.3.2.5. Protocole retenu pour le dosage du plomb et du cadmium dans le lait

- Verser 5 mL de I’échantillon de lait dans un tube plastique

- Ajouter 10 mL H,0O, 3 mL HNOs et 1,5 mL H,0,

- Puis, ajouter le mélange de modificateur Mg(NOs), et NH4H,PO4 qui représente
de 0,03 a 0,1% de la solution de mesure finale

- Me¢élanger et évaporer a sec sur le DigiPREP a 95°C

- Reprendre par 30 mL HNO3 1% et évaporer jusqu’a 20 mL

- Diluer a 25 mL dans une fiole par HNO;3 1 %

- Utiliser la SAAE pour la mesure

- Le temps total nécessaire pour le traitement des échantillons sera effectivement
de

5h 30, avec un temps de minéralisation de 5 heures.
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2.3.3. Détermination du plomb et du cadmium dans les différentes
phases du lait (protéines, lipides, sérum)

2.3.3.1. Séparation du lait en ses 3 phases : protéines, lipides, sérum

Pour séparer les principales phases du lait, le protocole suivant a été appliqué :

- 1 Vol de lait (la prise d’essai est de 3 mL de lait, volume compatible avec la capacité de
notre centrifugeur)

-1 Vol de NaCl (0,9 %)

- 2 Vol d’éthanol (C,HsOH)

- 4 Vol de dichlorométhane (CH,Cl,)

- Centrifuger a 9000 tours durant 15 minutes

Protéines
Dichlorométhane/lipides

Figure 7 : Séparation du lait en ses 3 phases : protéines, lipides, sérum

- Aumilieu : les protéines constituent une phase solide

- Audessus : le sérum (Ethanol / NaCl / eau ...) se retrouve en phase liquide

- En bas du tube : les lipides sont en solution dans le dichlorométhane

Des études préliminaires nous ont permis de montrer (voir tableau 19) qu’apres
séparation du lait en ces 3 fractions, le plomb et le cadmium se retrouvent exclusivement
dans la phase protéique. Aucune trace de ces ¢éléments n’a pu étre décelée dans les deux

autres fractions (BUI X.T. et al. 2007).
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Tableau 19 : Comparaison des résultats obtenus pour différentes fractions du lait

Résultats pour Pb (ng.L™") Résultats pour Cd (pg.L™")
Matrice | Pbdans | Pbdans | Pbdans || Matrice | Cddans | Cddans | Cd dans
¢tudiée | protéines | lipides sérum étudiée | protéines | lipides sérum

H,O + - - - H,O + - - -
HNO; 1% HNO; 1%
lait 2,77 - - lait 0,80 - -
2,53 - - 0,75 - -
2,37 - - 0,90 - -
2,56 0,82
lait + 20,0 22,3 - - lait + 2,0 2,60 - -
(ug.L'™h 21,7 - - (ng.L™) 2,71 - -
22,9 ; _ 2,50 _ _
22,3 2,60
On aura donc intérét a déterminer Pb et Cd dans les protéines du lait, puisqu’on

dispose ainsi d’un moyen de concentrer ces ¢léments traces. La séparation ayant été

réalisée comme indiqué précédemment, on préléve les 2 phases liquides a 1’aide d’une

micro-pipette, les protéines restant ainsi dans le tube. On utilisera ensuite un volume de 2

mL HNO; et de 1 mL H,0O, pour la minéralisation des protéines initialement contenues

dans la prise d’essai, soit 3 mL de lait. On va donc opérer comme suit :

Protocole retenu pour le dosage du plomb et du cadmium dans les protéines du lait

Transférer 0,1 g des protéines du lait (~ 3 mL de lait) dans un tube plastique
Ajouter alors 5 mL H,O, 2 mL HNO; et 1 mL H,O,

Puis, ajouter le mélange de modificateur Mg(NOs), et NH4H,PO4 qui représente
de 0,03 a 0,1% de la solution de mesure finale

M¢élanger et évaporer a sec sur le DigiPREP a 95°C

Reprendre par 20 mL HNO; 1% et évaporer jusqu’a 10 mL

Utiliser la SAAE pour la mesure

Les échantillons étudiés ont été préparés de la fagon suivante :

On a initialement ajouté au lait différents volumes de la solution St pour obtenir,
comme indiqué dans le tableau 20, des concentrations de 5,0 ; 10,0 et 20,0 pg.L"
! pour le plomb et de 0,5 ; 1,0 et 2,0 pg.L™! pour le cadmium.

Les échantillons ainsi préparés ont été laissés au réfrigérateur pendant 48 heures

avant d’effectuer les analyses.

Les résultats, qui sont présentés dans le tableau 19 en unités de concentration, ont été

calculés comme indiqué ci-dessous a partir des mesures en unités d’absorbance:
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Vi

X, +Ax

- Y, : valeur de I’absorbance pour 1’échantillon de lait
- yi : valeur de I’absorbance pour I’échantillon de lait aprés ajout
- X,:concentration du plomb ou du cadmium dans la solution de mesure
- Ax;: concentration d’ajout
Les concentrations en plomb et en cadmium dans le lait sont calculées en tenant compte de

la dilution, soit: Cpy, (cd),lait = Xo lait -

dl et CPb (Cd),lait (protéines) — Xo protéines -

d, , sidjestle

coefficient de dilution pour le lait (soit 25mL/5mL = 5) et d,,, le coefficient de dilution

pour les protéines (soit 10mL/3mL = 10/3)

Tableau 20 : Comparaison des résultats obtenus par un dosage direct sur le lait ou

par un dosage réalisé, aprés séparation, sur la phase protéique.

Résultats pour Pb (ng.L™")

Résultats pour Cd (pg.L'l)

Matrice Séparation Sans Matrice Séparation Sans
¢tudiée (protéines) | séparation ¢tudiée (protéines) séparation
H,O + HNO; - - H,0O + HNO; - -
1% 1%

lait 2,77 1,90 lait 0,80 0,58

2,53 1,75 0,75 0,47

2,37 2,01 0,90 0,68

lait + 20,0 22,3 21,03 lait + 2,0 2,60 2,50

(ng.L™h 21,7 20,1 (ng.L™h 2,71 2,43

22,9 22.4 2,50 2,60

2,58 1,73 lait 0,78 0,62

) 2,51 1,91 0,71 0,56

lait 2,73 1,88 0,86 0,60

lait + 10,0 13,4 11,90 lait + 1,0 1,60 1,58

(ugL') 14,1 11,50  [|(neL™ 1,56 1,51

12,8 12,30 1,63 1,64

lait 2,63 1,92 lait 0,81 0,66

2,71 1,86 0,73 0,52

2,52 1,79 0,84 0,63

lait + 5,0 4,0 6,90 lait + 0,5 1,30 1,08

(ng L") 3,70 7,10 (ngL") 1,24 1,12

5,0 6,50 1,37 1,01

2.3.3.2. Recherche des meilleures conditions de minéralisation des protéines

Pour optimiser les conditions de minéralisation des protéines du lait, nous avons choisi

d’étudier les 3 facteurs suivants, en ayant recours a la méthode des plans d’expériences :
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- VRM/ PE : volume des réactifs de minéralisation / Prise d’essai (facteur 1)
- PE: prise d’essai (facteur 2)
- TM : température de minéralisation (facteur 3)
- Les réponses mesurées sont les concentrations en plomb et en cadmium
Pour chaque essai, on a effectué¢ - comme indiqué précédemment - une minéralisation a sec

en présence de HNO; et H,O,, sans se préoccuper du temps nécessaire pour réaliser ce

traitement.
Tableau 21 : Plan d’expériences retenu (plan complet 2%
Numéro | VRM/ | PE | T™ Résultats pour Pb Résultats pour Cd
de I’essai PE Y Y, ;7Pb Yi | Y, 7Cd
1 - - - 142 |45 yi=4,4 L5 |1,2 yi=14
2 + - - 140 (43 y2=4,2 L1 1,2 y2=12
3 - + - 1391 (37,9 | y;=385 |10,2 10,9 y;=10,6
4 + + - 33,7 (348 | y4=34,3 (9,6 |9,0 y4=93
5 - - + 144 |41 ys=4,3 1,6 |1,4 ys=15
6 + - + 13,9 |42 ys=4,1 L3 |1,1 ye=12
7 - + + 40,6 |38,9 | y,=398 |11,7(10,6 y,=11,2
8 + + + 1365|370 | ys=36,8 |10,4| 9,7 ys=10,1
Notation VRM /PE PE ™
Niveau — 12 02¢g 90 °C
Niveau + 24 20¢g 100 °C

(VRM) : HNOs: HyO, ~2:1

(PE) : 1 L de lait ~ 34,0 — 37,0 g de protéine.
{VRM/PE (-) x PE (-)=12x0,2=2,40 mL VRM }
{VRM/PE (-) x PE (+) =12 x 2,0 =24,0 mL VRM }
{VRM/PE (+) x PE (-) =24 x 0,2 =4,80 mL VRM }
{VRM/PE (+) x PE (+) =24 x 2,0 =48,0 mL VRM }
Total : 8,80 gx 2 =17,60 g protéines
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Tableau 22: Matrices de effets

Numéro | Moyenne | Facteur | Facteur | Facteur |Interaction | Interaction | Interaction | Interaction | Résultats

de I’essai 1 2 3 12 13 23 123 pour Pb
1 + - - - + + + - y1 =44
2 + + - - - - + + y2 =42
3 T - + - - + - + y3 = 38,5
4 + + + - + - - - ys =343
5 + - - + + - - + ys =4,3
6 + + - + - + - - ye =41
7 T - + + - - + - y7=39,8
8 + + + + + + + + yg = 36,8

Diviseur 8 8 8 8 8 8 8 8

Effets ao a ay as ap a3 a3 a123

Pb +20,8 | -0,95 |+16,55| +0,45| -0,85 | +0,15 +0,5 +0,15

Numéro | Moyenne | Facteur | Facteur | Facteur | Interaction | Interaction | Interaction | Interaction | Résultats

de I’essai 1 2 3 12 13 23 123 pour Cd
1 + - - - + + + - yi=14
P + + R - - - + + y2=1,2
3 T - n - - + - + y3 =10,6
4 + + + - + - - - y4=9,3
5 + - - + + - - + ys =1,5
6 + + - + - + - - ye=1,2
7 + - + + - - + - y7=11,2
8 + + + + + + + + yg =10,1

Diviseur 8 8 8 8 8 8 8 8

Effets ao aj a as apn as a3 a3

Cd +581]-036|+415|+0,19| -0,24 | +0,01 | +0,16 | +0,04

Modéle : Y ~=ag+ a1x; + axXo + a3X3 + 12X X 2 + a13X1X3 + a23%X0X3 + 2123X1X2X3
Ypb ~= 20,8 — 0,95X1 + 16,55X2 + 0,45X3 — O,85X1X2 + 0,15X1X3 + 0,5X2X3 + 0,15X1X2X3

ch ~ = 5,81 - 0,36X1 + 4,15X2 + 0,19X3 - 0,24X1X2 + 0,01X1X3 + 0,16X2X3 + 0,04 X1X2X3
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Sans qu’il soit besoin de recourir de recourir a une analyse statistique, ces résultats
montrent clairement que seul le facteur 2 a un effet un effet significatif ou, autrement dit,
ce qui ne va d’ailleurs pas nous surprendre, que la réponse mesurée est d’autant plus élevée
que la prise d’essai est plus grande. Mais on constate aussi que le facteur 1 n’a pas d’effet

et qu’il est donc suffisant d’utiliser un VRM de 24mL pour minéraliser 2g de protéines.
2.3.4. Calcul des limites de détection et de quantification pour le

lait, par une méthode directe ou a partir des protéines

Nous avons préparé deux séries d’échantillons pour le lait et pour les protéines de
lait, avec des ajouts de plomb et cadmium tels que les concentrations d’ajouts dans les

¢échantillons avant minéralisation soient celles indiquées dans le tableau 23.

Tableau 23 : Série d’échantillons préparés pour déterminer la zone de linéarité.

Lait Protéine
Cd (ppb) Pb (ppb) Cd (ppb) Pb (ppb)
Blanc Blanc Blanc Blanc
0,05 0,5 0,05 0,5
0,1 1 0,1 1
0,2 2 0,2 2
0,5 5 0,5 5
1 10 1 10
2 20 2 20
3 30 3 30
4 40 4 40
5 50 5 50
6 60 6 60
7 70 7 70

I1 est ainsi possible, a partir de ces 2 séries d’échantillons de tracer les courbes
d’étalonnage correspondant au plomb et au cadmium, telles qu’elles sont présentées sur la

figure 8. Dans ce but, on a retenu les protocoles décrits ci-apres :
- Pour les mesures effectuées sur le lait :

- Prélever 5 mL de I’échantillon de lait dans un tube plastique et pratiquer les ajouts
de concentrations en plomb et en cadmium tels que prévus dans le tableau 23

- Ajouter 10 mL H,O, 3 mL HNO; et 1,5 mL H,0,
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- Puis, ajouter le mélange de modificateur Mg(NOs), et NH4sH,PO4 qui représente de
0,03 2 0,1% de la solution de mesure finale

- Mélanger et évaporer a sec sur le DigiPREP a 95°C

- Reprendre par 30 mL HNO; 1% et évaporer jusqu’a 20 mL

- Diluer a 25 mL dans une fiole par HNO; 1 %

- Utiliser la SAAE pour les mesures de plomb et de cadmium

- Pour les mesures effectuées sur protéines :

- Verser 2,0 g des protéines du lait (~ 50 mL de lait) dans un tube plastique

- Ajouter 5 mL H2O et ajouter au total 20 mL HNO; et 10 mL H,O; en 3 fois

- Puis, ajouter le mélange de modificateur Mg(NOs), et NH4sH,PO4 qui représente de
0,03 a 0,1% de la solution de mesure finale

- Mélanger et évaporer a sec sur le DigiPREP a 95°C

- Reprendre par 20 mL HNO; 1% et évaporer jusqu’a 10 mL

- Utiliser la SAAE pour les mesures

ABS Ccd (lait) ABS Cd (protéine)
0.6 0,6
P 0,5 *
0,5 . .
0,4 . 0.4 B
. .
0,3 rS 0,3 -
0,2 > 0,2 *
0,1 > 0,1 .
. .
0 ! T T T 0 T T T
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
ng/L ng/L
ABS Pb (lait) ABS Pb (protéine)
0,5 0,5
. .
0,4 1 * 0,4 .
0.3 4 . 0,3 .
* .
0.2 1 . 0,2 1 .
* *
0,1 4
. 0,1
* -
.
.
o 2 : : : o 2 ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 0 20 10 60 $0
pg/L pg/L

Figure 8 : Courbes d’étalonnage obtenues pour Cd et Pb dans le lait et dans les

protéines
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A partir des courbes d’étalonnages de Cd et Pb, il apparait qu’on retrouve le méme
domaine de linéarité que celui observé précédemment sur les solutions étalons : on peut
placer la limite supérieure du domaine de linéarité a une concentration d’environ 3 pg.L™
pour le cadmium et d’environ 35 pg.L™! pour le plomb.

Pour calculer des limites de détection et de quantification du plomb et du cadmium

sur le lait, nous avons donc préparé 3 essais pour le lait (SmL), 3 essais pour les
protéines (2,0g), ainsi que 3 blancs analytiques pour le lait et 3 blancs analytiques pour

les protéines en appliquant les protocoles suivants :

- Pour chaque essai sur le lait, prélever un échantillon analytique de SmL
+ Effectuer un ajout, tel qu’on obtienne une concentration d’ajout sur la solution
de mesure de30,0 pg.L™' pour le plomb et de 3,0 pg.L"' pour le cadmium
+ Ajouter 10 mL H,O, 3 mL HNO; et 1,5 mL H,0,
+ Puis, ajouter le mélange de modificateur Mg(NOs), et NH4H,PO, qui
représente de 0,03 a 0,1% de la solution de mesure finale
+ M¢élanger et évaporer a sec sur le DigiPREP a 95°C
+ Reprendre par 30 mL HNO; 1% et évaporer jusqu’a 20 mL
+ Diluer a 25 mL dans une fiole par HNO; 1 %

+ Utiliser la SAAE pour la mesure

- Pour chaque essai sur les protéines, prélever un échantillon analytique de 2g de
protéines
+ Effectuer un ajout, tel qu’on obtienne une concentration d’ajout sur la solution
de mesure de30,0 pg.L" pour le plomb et de 3,0 pg.L" pour le cadmium
+ Ajouter 5 mL H,O et ajouter en 3 fois 20 mL HNO; et 10 mL H,O; au total
+ Puis, ajouter le mélange de modificateur Mg(NOs), et NHsH,PO4 qui
représente de 0,03 a 0,1% de la solution de mesure finale
+ Mélanger et évaporer a sec sur le DigiPREP a 95°C
+ Reprendre par 30 mL HNO; 1% et évaporer jusqu’a 10 mL

+ Utiliser la SAAE pour la mesure

- Pour les 3 blancs analytiques du lait :
+ Ajouter 10 mL H,0O, 3 mL HNO; et 1,5 mL H,0,
+ Puis, ajouter le mélange de modificateur Mg(NOs3), et NH4H,PO, qui
représente de 0,03 a 0,1% de la solution de mesure finale

+ M¢élanger et évaporer a sec sur le DigiPREP a 95°C
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+ Reprendre par 30 mL HNO; 1% et évaporer jusqu’a 20 mL
+ Diluer a 25 mL dans une fiole par HNO; 1 %

+ Utiliser la SAAE pour la mesure

- Pour les 3 blancs analytiques des protéines
+ Ajouter 5 mL H2O et ajouter en 3 fois 20 mL HNOs et 10 mL H,0O, au total
+ Puis, ajouter le mélange de modificateur Mg(NOs), et NH4H,PO, qui
représente de 0,03 a 0,1% de la solution de mesure finale
+ M¢élanger et évaporer a sec sur le DigiPREP a 95°C
+ Reprendre par 30 mL HNO; 1% et évaporer jusqu’a 10 mL

+ Utiliser la SAAE pour la mesure

On effectue ainsi 6 mesures pour chacun des 2 ¢léments sur I’échantillon de lait et sur

les protéines : nos résultats sont présentés dans le tableau 24

Tableau 24 : Résultats obtenus pour la droite d’étalonnage (en unités d’absorbance)

Lait Protéines

Cd (ng.L" Pb (ug.L™) Cd (ng.L Pb (ug.L™)

Blanc 3,0 (ppb) | Blanc 30 (ppb) | Blanc 3,0 (ppb) | Blanc 30 (ppb)

0,0021 0,2717 0,0021 0,1707 0,0019 0,2739 0,0018 0,1745

0,0024 0,2706 0,0024 0,1718 0,0021 0,2726 0,0021 0,1751

0,0022 0,2713 0,0020 0,1710 0,0022 0,2731 0,0020 0,1742

0,0022 0,2712 0,0022 0,1712 0,0021 0,2732 0,0020 0,1746

Les limites de détection (LD) et de quantification (LQ) on été calculées comme au
paragraphe 2.3.1.3.2 sur les solutions de mesure. Mais ces limites doivent étre multipliées
ensuite par un facteur de dilution qui permettra de déterminer les limites de détection et de
quantification effectives sur le lait.

LD 5y = LDs 1 x dy

LQ it = LQs1. x di

LD 1ait (par les protéines) = LDs p. X dp

LQ 1ait par les protéines) = LQs.p. X dp

d; est le coefficient de dilution pour le lait (soit 25mL/5SmL = 5)

d, est le coefficient de dilution pour les protéines (soit 10mL/50mL (2g) = 1/5)

s.l. : solution de mesure pour le lait
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s.p. : solution de mesure pour les protéines
Les limites de détection (LD) et de quantification (LQ) du plomb et du cadmium sont
les suivantes :
Pour Pb :
LD it =LDg; x d;=0,8x5=4,0 pg.L"
LQ it=LQux d=1,8x5=9,0 ug.L"
LD Lait (par les protéines) = LDsp. X dp=0,7/5=0,14 ug.L"
LQ Lait (par les protéines) = LQsp. X dy = 1,5/5=0,3 pg.L"
Pour Cd :
LD i = LDg; x d;=0,05x5=0,25 pg.L"
LQ nit=LQs. x d;=0,12x5=0,60 pg.L"
LD Lait (par les protéines) = LDsp. X dp =0,05/5=0,01 pg.L™!
LQ Lt par les protéines) = LQsp. X dp = 0,128 /5=10,03 pg.L”!
Nous avons trouvé les meilleures limites de détection et de quantification apres

séparer des composants du lait. Les résultats sont présentés dans le tableau 24.

Tableau 25 : Limites de détection et de quantification obtenues pour Pb et Cd

Pour le cadmium (pg.L™") Pour le plomb (ug.L™")
Solution Lait | Laitpar | Solution Lait | Lait par

synthétique protéines | synthétique protéines
Limite de détection 0,04 0,25 0,01 0,5 4,0 0,14
(LD)
Limite de 0,11 0,60 0,03 1,4 9,0 0,30
quantification (LQ)
2.4. CONCLUSIONS

Dans le cadre de notre étude, nous avons choisi la spectrométrie d’absorption
atomique pour doser le plomb et le cadmium, aprés minéralisation des échantillons par le
DigiPREP

En ce qui concerne le traitement des échantillons de lait, la premiére étape consiste a
séparer le lait en 3 phases (protéines, lipides, sérum) et, parmi les différentes méthodes
proposées, nous avons choisi d’opérer avec le mélange de solvants suivant :

- 1Vol. de lait

63




- 1 Vol. d’une solution NaCl 0,9%
- 2 Vol. d’éthanol
- 4 Vol. de dichlorométhane

Deux modes de séparation ont été testés : une centrifugation et une décantation. Avec
le centrifugeur, le temps de séparation est court (30 minutes environ), alors que le temps de
séparation est beaucoup plus long (environ 24 heures) avec une ampoule a décanter. Apres
cette premicre séparation, les protéines se retrouvent sous forme solide entre les deux
phases liquides, les lipides ayant été solubilisés par le dichlorométhane qui constitue la
phase liquide du dessous.

Nous avons effectivement montré qu’apreés séparation du lait en ses 3 principales
fractions, le plomb et le cadmium se retrouvent totalement dans la phase protéique et
qu’aucune trace de ces ¢léments n’est décelée dans les deux autres fractions : on aura donc
intérét a déterminer Pb et Cd sur les protéines du lait, puisqu’on dispose ainsi d’'un moyen
simple pour effectuer une pré-concentrarion de ces ¢léments traces.

Nous avons cherché a optimiser les conditions de minéralisation, en considérant 3
facteurs :

VRM / PE : volume des réactifs de minéralisation / Prise d’essai

(facteur] : X; =12 mL.g ' ou 24 mL.g")

PE : taille de la prise d’essai (facteur 2 : X, =0,2g ou 2g)
- TM : température de minéralisation (facteur 3 : X3 = 90°C ou 100°C)

Les réponses mesurées sont les concentrations du plomb et du cadmium

Un plan d’expérience complet 2° a permis de montrer que seule la taille de la prisse
d’essai a un effet positif et qu’en conséquence, on a intérét a choisir une prise d’essai de
2g, en se contentant d’utiliser un volume de réactifs de 24 mL.

On a initialement ajouté au lait différents volumes de la solution standard pour
obtenir, dans la solution de mesure finale, une gamme de concentrations allant de 0,05 a 7
ng L pour le cadmium et de 0,5 4 70 ug.L" pour le plomb. Les échantillons ainsi préparés
ont été laissés au réfrigérateur pendant 48 heures avant d’effectuer les analyses. Les
courbes d’étalonnage obtenues montrent que la limite supérieure du domaine de linéarité
semble se placer a une concentration de 3 pg.L" pour le cadmium et de 35 pg.L™' pour le
plomb. II est alors possible de calculer les paramétres de la droite d’étalonnage pour en
tirer les limites de détection (LD) et de quantification (LQ). A partir de 2g de protéines qui
représentent environ 50 mL de lait, les limites de détection LD); et de quantification LQ,i¢

sont en fait abaissées d’un facteur 5. On a donc abouti a des limites de détection de 0,14
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ng. L pour Pb et de 0,01 pg. L™ pour Cd, qui étaient respectivement au mieux jusqu’ici de
1,0 pg.L" pour Pb (Frkovic A et al. 1997) et de 0,2 pg.L" pour Cd (Milhaud G.E. et al.
2000). 11 reste encore tout a fait possible d’améliorer ces seuils de détection en se basant
sur le méme principe mais en améliorant la technique de séparation initiale du lait en ses

phases ; par exemple faire une prise d’essai de 5g de protéines et plus, au lieu de 2g.

65



Chapitre 3

Détermination des contaminants
organiques
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CHAPITRE 3: DETERMINATION DES
CONTAMINANTS ORGANIQUES

3.1. PROTOCOLE ANALYTIQUE

3.1.1. Traitement de I’échantillon analytique

Nous allons présenter ici quelques-unes des méthodes d’extraction qui sont
appliquées a I’analyse des composés organiques dans des échantillons de lait et de produits

laitiers.
3.1.1.1. Méthodes d’extraction appliquées a un échantillon de lait liquide

Pour le traitement de tels échantillons, on a le plus souvent recours soit a une
méthode d’extraction liquide-liquide (LLE), soit a une méthode d’extraction en phase

solide (SPE).
3.1.1.1.1. Extraction liquide-liquide (LLE)

Le principe de cette méthode peut se résumer en 3 points :

1. on joue sur la différence de distribution de la molécule recherchée entre deux
phases liquides non miscibles, un solvant d’extraction et une solution de
I’échantillon ;

2. T’échantillon en solution est placé en méme temps que le solvant dans une
ampoule a décanter ;

3. apres agitation, la molécule a extraire est récupérée dans la phase organique.

L’extraction liquide-liquide a été appliquée dans de nombreuses études pour extraire

la phase lipidique du lait et, dans ce but, on a souvent utilis¢ des solvants ou des

mélanges de solvants, comme par exemple : hexane (Shi J. 1998, Greizerstein H.B.

1999, etc.), diéthyl-éther/éther de pétrole (Iida T 1999, Ramos L. 2000, etc.),

acétone/hexane (Glynn A.W. 2001, Var R. 1993, etc.), oxalate/méthanol/pétrole

(Costopoulou D. 2006, Yu Zhiwei 2006, etc.), dichlorométhane/cyclohexane/toluéne

(Krokos F 1996, etc.)...

3.1.1.1.2. Extraction en phase solide (SPE)

Cette méthode comprend 4 étapes :

1. un conditionnement de I’adsorbant ;
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2. le passage de la matrice aqueuse a travers I’adsorbant ;

3. une ¢élimination des interférences par passage d’un solvant organique ;

4. larécupération des molécules recherchées a I’aide d’un autre solvant organique.
Pour cette méthode, les phases solides les plus utilisées sont apparemment les
suivantes : Cjg (Pyco Y 1995, Focant J.-F. 2005, etc.), Bio-Beads SX-3 (Schoula R.
1996, Kunisue T. 2004, etc.), diatomites (Minh N.H. 2004, Sudaryanto A. 206
etc.)...

3.1.1.2. Méthodes d’extraction appliquées a un lait en poudre

Les méthodes d’extraction en phase liquide les plus couramment utilisées pour traiter

des échantillons de lait en poudre font appel aux micro-ondes ou a un appareil de Soxhlet .
3.1.1.2.1. Extraction au moyen d’un systéme a micro-ondes

Le principe de cette méthode peut étre trés simplement décrit : 1’échantillon et un
solvant d’extraction sont placés dans un réacteur fermé ou ouvert. Si le solvant absorbe les
micro-ondes, échantillon et solvant sont placés dans un réacteur fermé. Les radiations
chauffent alors le solvant a une température supérieure a son point d’ébullition et 1’on
réalise ainsi une extraction rapide par le solvant chaud sous pression modérée. Par contre,
si le solvant n’absorbe pas les micro-ondes, échantillon et solvant sont placés dans un
réacteur fermé ou ouvert. L’échantillon absorbe les radiations mais le solvant reste froid et
I’échantillon libere alors les molécules recherchées dans le solvant froid.

Les avantages d’un tel procédé sont d’utiliser moins de solvant que dans les

extractions classiques mais aussi de mieux contrdler I’échange de chaleur entre

¢échantillon et solvant, en jouant sur la capacité des solvants a absorber les micro-
ondes ;

Les inconvénients résident surtout dans les précautions qu’il va falloir prendre

concernant le rayonnement des micro-ondes ou le fait qu’on opére parfois dans une

cellule sous pression.
3.1.1.2.2. Extraction au moyen d’un Soxhlet

Cette méthode d’extraction en continu peut étre décomposée en 4 étapes :

1. une vaporisation du solvant d’extraction placé dans un ballon ;

2. la condensation des vapeurs de solvant dans un réfrigérant ;

3. ’écoulement du solvant condensé dans la cartouche d’extraction qui contient

I’échantillon ;
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4. le retour du solvant, aprés extraction, a travers un siphon, dans le ballon qui
contient le solvant, lequel subit ainsi progressivement un enrichissement en
molécules recherchées.

Cette méthode a été souvent appliquée et plusieurs études peuvent étre citées : Abad

E. 2002, Pitarch E. 2003, Thomas G.O. 1997, Sewart A. 1996, Ott M. 1999,

Papadopoulos A. 2004, etc.

Par ailleurs, une technique d’extraction par un solvant sous pression a chaud (PSE) —
ou extraction accélérée par solvant (ASE) — est une autre méthode qui a été appliquée a des
matrices solides ou semi-solides : pour extraire les composés organiques, on utilise alors
un systéme semi-automatisé ou les solvants, portés a des températures tres €levées, sont
maintenus a 1’état liquide par une forte pression. Outre la nature du solvant d’extraction, le
parametre d’extraction le plus important est alors la température, dont I’augmentation
permet d’accroitre la vitesse d’extraction et d’en réduire ainsi la durée. On constate qu’ une
augmentation de 10°C suffit a accroitre de facon notable la vitesse d’extraction et que,
simultanément, la diminution de viscosité du solvant facilite sa pénétration dans la matrice,

ce qui se traduit par un accroissement de la solubilité des analytes. (Costera A et al., 2006).
3.1.2. Méthode de dosage

La détermination des dioxines et des PCBs fait essentiellement appel a la
chromatographie en phase gazeuse: la figure 9 rappelle le schéma de principe d’un
chromatographe.

C’est ainsi que sont rapidement réalisées de nombreuses analyses de routine. Dans le
domaine de I’environnement par exemple, de nombreux pays ont choisi ce moyen pour
mesurer en continu les niveaux d’émission des dioxydes d’azote, de carbone et du
monoxyde de carbone en certains points de contrdle. La chromatographie gazeuse est
¢galement utile dans le cadre de ’analyse des produits pharmaceutiques, de 1’alcool dans le
sang, des huiles essentielles, des produits alimentaires, etc.

Cette méthode consiste a injecter 1’échantillon a analyser dans un courant de gaz
inerte, en général de I’hélium ou de 1’argon ; c’est le gaz porteur. Les échantillons liquides
doivent étre vaporisés dans ce gaz vecteur avant 1’injection. Le flux gazeux traverse alors
une colonne qui contient la phase stationnaire et les composés qui se trouvent dans
I’échantillon avancent a des vitesses qui dépendent du degré d’interaction de chaque
constituant avec la phase non-volatile stationnaire. Les substances ayant le plus d’affinité

pour la phase stationnaire sont les plus fortement retardées. Au moment de leur élution de
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la colonne, les différents composés peuvent étre quantifiés au moyen d’un détecteur puis
éventuellement récupérés pour des analyses complémentaires.

Le choix du gaz porteur dépend essentiellement du type de détecteur qui est utilisé et
des composants qui doivent étre déterminés. Ce gaz doit étre de haute pureté et
chimiquement inerte vis-a-vis de 1’échantillon : on va choisir par exemple de 1’hélium
(He), de I’argon (Ar), de ’azote (N;), du dioxyde de carbone (CO;) ou de I’hydrogeéne
(Hy), ce gaz traversant éventuellement un tamis moléculaire afin d’éliminer I’eau ou
d’autres impuretés.

Les échantillons gazeux et liquides peuvent étre injectés au moyen d’une seringue ;
dans le cas le plus simple, I’échantillon est d’abord injecté dans une chambre chauffée, ou
il est vaporis¢ avant d’étre transféré vers la colonne. Lorsqu’on utilise des colonnes
remplies, la premiére partie de la colonne, localement chauffée a la bonne température, sert
souvent de chambre d’injection Dans le cas des colonnes capillaires, on a recours a une
chambre d’injection séparée et seule une petite partie de 1’échantillon vaporisé ou gazeux
est transférée vers la colonne : c’est ce que 1’on appelle une injection a débit divisé. Cette
opération est nécessaire pour ne pas surcharger la colonne par un trop grand volume
d’échantillon. Lorsqu’on est en présence de quantités a 1’état de traces dans 1’échantillon,
on peut effectuer une injection directe dans le chromatographe en phase gazeuse :
I’échantillon liquide est directement injecté¢ dans la colonne capillaire avec une seringue et
on laisse ensuite le solvant s’évaporer, ce qui conduit a une concentration des composants
de I’échantillon. Si I’échantillon est gazeux la concentration peut étre réalisée par
condensation a froid (« cryo focusing ») : les composants de 1’échantillon sont concentrés
et séparés de la matrice par condensation dans un piege a froid avant la séparation
chromatographique (Tranchant J. et al., 1982)

La colonne capillaire est enfermée dans un four qui permet de la maintenir, & un
degré pres, a la température souhaitée. Cette température est homogene dans tout le four,
grace a un systeme de ventilation. Les échanges de chaleur avec les autres éléments
(injecteur, détecteur) doivent é&tre faibles, et les pertes de chaleur (par conduction,
radiation, convection) limitées. L'acces a la colonne est aisé pour faciliter son montage et
démontage. La température initiale du four est de 100°C et sa température maximum de
325°C. La température finale d'analyse, qui est de 295°C, sera atteinte au bout de 11mn
30s. Les colonnes capillaires, méme si elles permettent certaines séparations qui seraient

autrement impossibles (Jennings W., 1980), présentent cependant quelques inconvénients,
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le plus important d’entre eux étant leur faible capacité d'échantillonnage, ce qui exige
l'utilisation de détecteurs trés sensibles ainsi que des techniques d'injection spéciales.

Pour le dosage des PCBs, on utilise habituellement un détecteur a capture d’électrons
(ECD), spécifique des composés halogénés. Le gaz vecteur — ici 1’azote — est ionis¢ au
moyen d’une source radioactive (Ni®’) qui émet des particules B avec formation
d'¢lectrons lents. Ces électrons produisent un courant constant dont I’intensité diminue lors
du passage de composés contenant un halogénure (F*, CI', Br ) car ces composés
captent une partie des €lectrons; cette diminution se traduit par un pic (Zweig G. et Sherma
J., 1972).

Pour les PCBs, la spectrométrie de masse est aussi un excellent détecteur : celle-ci permet
a la fois I’identification et le dosage des composés organiques préalablement séparés.

Deux modes différents peuvent étre utilisés pour 1’enregistrement : le mode SCAN
(balayage) et le mode SIM (suivi d’un ion sélectionné). En mode SCAN, I’analyseur de
masse du spectromeétre va effectuer un balayage pas a pas depuis les masses élevées
jusqu'aux plus basses : c'est le mode approprié pour analyser un composé¢ inconnu. On peut
alors sommer le courant correspondant a chacun des fragments ioniques pour obtenir ainsi
le courant ionique total (TIC) a partir duquel on effectuera le dosage ; Le mode SIM
permet quant a lui de détecter certains composés spécifiques avec une trés grande
sensibilité : on effectue dans ce cas un balayage sélectif qui consiste & donner comme
consigne a l'analyseur de ne prendre en compte que certaines masses intéressantes, les ions
qualifiants. Ce mode n'est pas conseillé bien sir pour l'analyse d'un mélange inconnu car

on n’accede pas ainsi a une information spectrale compléte (De Graeve J. et al., 1986).
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Figure 9 : Schéma de principe d’un chromatographe en phase gazeuse

(source : http://www.ac-nancy-metz.fr/enseign/physique/CHIM/Jumber/CPG/chromato_gaz.htm)

3.1.3. Détermination des limites de détection (LD) et de
quantification (LQ)

Les limites de détection et de quantification sont souvent estimées a partir du bruit de
fond de I’enregistrement réalisé sur un blanc d’analyse de 1’échantillon.

LD=3xhxR

LQ=10xhxR

h représente ici 1I’amplitude moyenne ou maximum du signal sur une fenétre
correspondant a 10 fois la largeur du pic a mi-hauteur de part et d’autre du temps de
rétention selon la stabilité

R est le facteur de réponse (quantité/signal), exprimé en quantité (matiére/hauteur).

Chaque fois, on réalise trois séries de trois injections des blancs a plusieurs jours
d’intervalle.

Si le pic est parasite stable, on va calculer LD et LQ par son amplitude moyenne

Si le pic est parasite, mais n’est pas stable, on va calculer LD et LQ par son
amplitude maximum

Si le pic n’est pas parasite, on va calculer LD et LQ par son amplitude moyenne ou

maximum.
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3.2. REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES RELATIVES AU
DOSAGE DES DIOXINES ET DES PCBS DANS LE LAIT

D’aprés Liem A. K. D. et al. (2000), afin d’obtenir une expression globale de la
teneur en dioxine dans les aliments, les teneurs de 17 congénéres ayant chacune leur propre
toxicité sont comparées et converties a 1’aide d’un facteur d’équivalence toxique (TEF) en
une quantit¢ de dioxine qui produirait toujours le méme effet toxique. Cette conversion
permet d’obtenir une concentration unique de toxicité équivalente (TEQ) exprimée en
2,3,7,8-polychlorodibenzoparadioxine (2,3,7,8-TCDD). En 1997, 1’Organisation Mondiale
de la Santé (OMS) a méme préconisé pour le calcul de la TEQ de tenir également compte

de la teneur en 12 isomeres de polychlorobiphényles (PCBs) possédant leurs propres

facteurs d’équivalence de toxicité (dioxin-like).

Tableau 26 : Exemples de facteurs d’équivalence toxique pour les dioxines

Congéngéres TEF PCB Congéncéres TEF
Ancien | Nouveau | n°IUPAC Ancien | Nouveau

2,3,7,8-TCDD 1 1 Non- ortho

PCBs
1,2,3,7,8-PeCDD 0,5 1 PCB 77 3,3’,4,4’-tétrachlorobiphényle 0,0005 |0,0001
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 0,1 PCB 81 3,4,4° 5-tétrachlorobiphényle 0,0001 |0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 0,1 PCB 126 |3,3°,4,4° 5-pentachlorobiphényle 0,1 0,1
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 0,1 PCB 169 |3,3°,44°5,5°-hexachlorobiphényle | 0,01 0,01
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 0,01 Mono-ortho

PCBs

PCB 28 2,44 -trichlorobiphényle
OCDD 0,001 0,0001 |PCB 105 |2,3,3°.4,4’-pentachlorobiphényle 0,0001 {0,0001
2,3,7,8-TCDF 0,1 0,1 PCB 114 |2,3,4,4° 5-pentachlorobiphényle 0,0005 |0,0005
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 0,05 PCB 118 | 2,3°4,4’ 5-pentachlorobiphényle 0,0001 |0,0001
2,3,4,7,8-PeCDF 0,5 0,5 PCB 123 |2°,3,4,4’ 5-pentachlorobiphényle 0,0001 {0,0001
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 0,1 PCB 156 |2,3,3°4,4°,5-hexachlorobiphényle 0,0005 |0,0005
1,2,3,6,7,8-HXCDF 0,1 0,1 PCB 157 |2,3,3°,4,4’,5’-hexachlorobiphényle | 0,0005 | 0,0005
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 0,1 PCB 167 |2,3°,4,4°,5,5 -hexachlorobiphényle | 0,00001 |0,00001
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 0,1 PCB 189 |2,3,3°,4,4°,5,5 -heptachlorobiphényle | 0,0001 0,0001
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF | 0,01 0,01 Di-ortho

PCBs
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF | 0,01 0,01 PCB 52 2,2°,5,5’-tétrachlorobiphényle
OCDF 0,001 0,0001 PCB 101 |2,2°4,5,5 -pentachlorobiphényle

PCB 138 | 2,2°3,4,4°,5-hexachlorobiphényle

PCB 153 |2,2°.4,4°,5,5’-hexachlorobiphényle

PCB 170 |2,2°,3,3°,4,4°,5-heptachlorobiphényle | 0,0001 |0

PCB 180 |22°3,4,4 5,5 -heptachlorobiphényle | 0,00001 |0

TEQ = £.,(PCDD; x TEF,) + £,,(PCDF; x TEF,) + £, (PCB; x TEF;) (Berg M. V. D., 2000)
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(On utilise comme indicateurs les PCBs ayant les numéros [UPAC : 28, 52, 101, 118, 138,
153 et 180)

L’OMS a derniérement recommandé une dose journaliére tolérable (DJT) comprise
entre 1 et 4 picogrammes TEQ/kg/jour. En France, le Conseil Supérieur d’Hygi¢éne
Publique de France (CSHPF) propose pour le lait et les produits laitiers les valeurs guides
suivantes:

- Spg TEQ/g de maticre grasse laitiere comme limite maximale autorisée dans le

lait et les produits laitiers ;

- 3 pg TEQ/g de maticre grasse laitiere comme valeur d’intervention entrainant
une recherche des sources de contamination de I’environnement par les
dioxines et la réduction rapide de ces sources ;

- <1 pg TEQ/g de mati¢re grasse laitiecre comme objectif a atteindre pour

I’ensemble du lait et des produits laitiers.

3.2.1. Références bibliographiques sur le dosage des dioxines et
PCBs

En Espagne, Abad E. et al. (2002) ont procédé a une extraction liquide-liquide pour
extraire les PCBs d’échantillons de lait liquide et utilisé le Soxhlet pour extraire les PCBs
des échantillons de lait en poudre. La détermination des dioxines et PCBs a été réalisée par
chromatographie en phase gazeuse a haute résolution couplée a la spectrométrie de masse a
haute résolution (HRGC-HRMS) avec une colonne capillaire DB-5 de 60m. La
concentration des molécules organiques dans 19 échantillons de lait de Catalogne se trouve
comprise entre 0,040 et 0,150 pg.g'1 pour le 2,3,7,8-TCDF; entre 0,070 et 0,480 pg.g'1 pour
OCDF ; entre 0,010 et 0,210 pg.g'1 pour le 2,3,7,8-TCDD ; entre 0,190 et 3,270 pg.g'1 pour
OCDD ; entre 0,059 et 2,930 pg.g'1 pour PCB-77 ; entre 2,130 et 13,790 pg.g'1 pour PCB-
126, etc. La teneur totale obtenue va de 0,09 a 0,9 pg I-TEQ.g ' gras pour les dioxines et de
0,37a2,22pg I—TEQ.g'lgraS pour les PCBs.

Pitarch E. et al. (2003) conseillent le Soxhlet pour une extraction liquide-solide, une
cartouche C18 pour des échantillons de sérum humain, le dosage des PCBs étant ensuite
réalis¢ par GC-MS/MS et GC-ECD. La limite de détection de la méthode est alors
comprise entre 0,05 et 0,5 ng.mL". Par ailleurs, Llompart M. et al. (2001) ont extrait les
PCBs d’échantillons de lait liquide par une technique de micro-extraction en phase solide,

puis déterminé les PCBs par GC-MS/MS-SIM avec une colonne capillaire CPSil-18 ou par
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GC-ECD avec une colonne capillaire HP-1. La limite de détection de la méthode est ainsi
d’environ 1 ng.mL™".

Diverses méthodes d’extraction ont été utilisées par Ramos L. et al. (2000) pour
traiter des échantillons de lait entier (une extraction liquide supercritique, une extraction
liquide-liquide avec éthanol et éther de pétrole, etc.). Les dosages de PCBs ont été ensuite
effectués par GC-ECD et GC-MS-SIM. La teneur obtenue pour les PCBs va de 0,01 a 2,21
ng.g”. Par ailleurs, des dioxines et PCBs ont été déterminés par Ramos L. et al. (1999)
dans un échantillon de yaourt espagnol. Ils ont choisi la GC-MS-SIM et la GC-ECD pour
doser des dioxines et PCBs et obtenu une teneur maximale d’environ 77,9 ng.g”' pour le
PCB-101; la teneur totale maximale obtenue est d’environ 340 pg. g'1 pour les HxCDF.

Dans une autre étude sur les polychlorobiphényles dans le lait de soja, Ramos L et al.
(1998) ont aussi utilis¢ la GC-ECD et la GC-MS pour doser des PCBs, avec une limite de
détection d’environ 0,01 ng.g'. La teneur obtenue va de 0,01 & 1,46 ng.g' pour
I’échantillon liquide et de 0,01 & 3,19 ng.g” pour ’échantillon en poudre. Par ailleurs,
Ramos L et al. (1998) ont également dosé des PCBs dans le lait de soja infantile. La teneur
obtenue dans les lipides va de 0,19 4 5,09 ng.g”' pour le PCB-28, de 0,83 4 7,15 ng.g”' pour
le PCB-101, de 0,03 4 0,82 ng.g” pour le PCB-170, etc.

Ramos L et al. (1998) ont enfin déterminé des dioxines et PCBs dans du lait en
poudre commercial en provenance d’Espagne. Ils ont appliqué la méthode d’extraction en
phase solide (SPE) et d’extraction au moyen d’un Soxhlet pour traiter leurs échantillons,
les GC-ECD et HRGC-HRMS pour le dosage des dioxines et PCBs. Les teneurs obtenues
dans les lipides vont de 0,15 a 1,82 ng.g”' pour le PCB-77, de 0,46 4 4,67 ng.g”" pour le
PCB-101, etc. La teneur totale maximale obtenue dans les lipides est d’environ 32,6 pg.g”
pour le TCDF, 19,9 pg.g” pour les HXCDF, 78.8 pg.g”' pour ’OCDF, 34,0 pg.g” pour le
TCDD, 14,5 pg.g”' pour les HxCDD, 594 pg.g”' pour I’OCDD, etc.

Des polychlorobiphényles ont été¢ déterminés dans le lait humain par Angulo R. et al.
(1999). Dans cette étude, 100 échantillons de lait humain espagnol ont été collectés et
conservés a - 20°C. Aprées une extraction liquide-liquide, le dosage des PCBs a été effectué
par GC-ECD. La limite de détection va de 0,9 a 4,0 ng.mL" et la limite de quantification
de2,0a7,0 ng.mL'l. Les teneurs mesurées vont de 0,105 a 8,869 ng.rnL'1 pour le PCB-28,
de 0,043 a 2,733 ng.mL'1 pour le PCB-52 etc. Par ailleurs, Pico Y. et al. (1995) ont utilisé
une méthode d’extraction en phase solide sur Cg pour traiter des échantillons de lait en
vue d’y doser les PCBs par GC-ECD. La limite de détection est comprise entre 0,1 et 12,4

-1 g .
ng.mL", avec un taux de récupération d’environ 80%.
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Pour une autre étude, Gonzilez M.J. et al. (1996) ont prélevé, en 1990, 15
¢chantillons de lait de femme a Paris et 13 échantillons du méme type a Madrid. Ils ont été
conservés a - 18°C, puis soumis a une extraction liquide-liquide par un mélange de
méthanol, chloroforme et hexane. Les dioxines ont été ensuite déterminées par HRGC-
HRMS, en utilisant une colonne capillaire DB-5 (60m x 0,25mm x 0,25pum). La limite de
détection va de 0.4 a 1,0 pg.g”'. La teneur totale obtenue pour les laits de femme en
provenance de Paris est d’environ 380,9 pg.g” pour les PCDDs et 103,2 pg.g” pour les
PCDFs ; elle est d’environ 341,5 pg.g” pour les PCDDs et 57.9 pg.g” pour les PCDFs, s’il
s’agit du lait de femmes madrilénes.

Au Royaume Uni, les travaux de Santillo D. et al. (2003) ont port¢ sur la
détermination par GC-MS des dioxines et PCBs dans 138 échantillons de beurre provenant
de 24 pays. Ils ont appliqué la HRGC-HRMS pour doser les dioxines et les non-ortho
PCBs et la HRGC-MS pour le dosage des ortho PCBs. La concentration moyenne des
¢léments toxiques dans les lipides est au total d’environ 0,69 pg.g” pour les PCDD/Fs ; de
0,64 ng.g”' pour les non-ortho PCBs ; de 0,15 ng.g” pour les mono-ortho PCBs ; de 0,60pg
I-TEQ.g" pour les PCDD/Fs.

Les concentrations de PCBs dans des matrices biologiques ont été¢ déterminées par
Thomas G.O. et al. (1997) qui ont fait appel a une extraction liquide-liquide par I’hexane et
a une extraction au Soxhlet avec un mélange d’hexane, acétone et Na,SO4 pour le
traitement des échantillons. Le dosage des PCBs a été ensuite effectué¢ par GC-MS, la
limite de quantification se situant alors a peu prés entre 0,1 et 2,1 ng.mL™". La teneur totale
de 53 congénéres de PCBs dans la matiére grasse du lait est d’environ 3,90 + 0,79 ng.g”,
ce que nous noterons pour la suite : 3,90 + 0,79 ng.g” (MG).

En Angleterre, Krokos et al. (1996) ont déterminé des ortho et non-ortho PCBs dans
du lait de détail. Les échantillons de lait de vache ont été collectés au cours de I’hiver et de
I’été 1990. Différents mélanges ont été utilisés pour séparer des ortho PCBs, non-ortho
PCBs et dioxines: dichlorométhane/cyclohexane (1:4) pour des ortho PCBs;
toluéne/diclorométhane (1:4) pour des non-ortho PCBs et du toluéne pour les dioxines. La
chromatographie en phase gazeuse a haute résolution couplée a la spectrométrie de masse a
haute résolution (HRGC-HRMS) est retenue pour doser les PCBs. La limite de détection
de cette méthode va de 1,0 4 3,0 pg.g”' pour les ortho PCBs et de 0,02 4 0,07 pg.g™' pour les
non-ortho PCBs. Les teneurs sont comprises entre 2 et 95 pg.g”’ pour les ortho PCBs ;
entre 0,05 et 0,6 pg.g”' pour les non-ortho PCBs.
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Des enquétes sur les congénéres de PCBs dans le lait de vache ont été effectuées par
Sewart A. et Jones K. C. (1996). IIs ont effectué leurs prélévements sur 10 troupeaux de 45
a 190 vaches, en 1993 et 1994. Les <¢chantillons préalablement mélangés a du
Na,SO,4 subissent ensuite une extraction au Soxhlet par un mélange hexane/acétone (2 :3)
durant 8 heures. Ils ont purifié¢ et déshydraté des échantillons et appliqué les GC-MS et
GC-ECD pour doser des congénéres de PCBs. La teneur totale en PCBs va de 3,4 a 16,4
ng.g”’ (MG).

En France, Costera A et al. (2006) ont dosé des dioxines et PCBs dans le lait de
chévre : aprés une extraction par un solvant sous pression a chaud (PSE), ils ont utilisé la
chromatographie en phase gazeuse a haute résolution couplée a la spectrométrie de masse a
haute résolution avec une colonne capillaire DBSMS (30m x 0,25 mm x 0,25 pum). La
limite de détection de cette méthode peut aller jusqu’a 30 fg.g™ et les teneurs observées se
situent entre 2,22 et 3524,07 ng.g'1 (MG) pour les PCBs ; entre 0,08 et 3,83 ng.g'1 MQG)
pour les dioxines.

En Allemagne, Walkowiak J et al. (2001) ont réalisé une étude des PCBs sur 171
échantillons de lait humain prélevés au cours de la période 1993-1995. La limite de
détection des PCBs par GC-ECD est d’environ 5,0 ng.g” (MG). Les teneurs observées sont
comprises entre 173 et 679 ng.g”' (MG). Par ailleurs, Schade G. et Heinzow B. (1998) ont
appliqué la GC-ECD au dosage des pesticides organochlorés et des PCBs dans du lait de
femmes habitant I’ Allemagne du Nord. Les échantillons, conservés a - 18 °C, sont ensuite
soumis a une extraction en phase solide (SPE) sur florisil avec de 1’iso-hexane, puis
I’¢lution est réalisée au moyen d’un mélange iso-hexane/dichlorométhane (80 :20). La
limite de détection est d’environ 5,0 ng.g” et la teneur obtenue va de 0,108 & 1,81 pg.g”
(MG) pour les PCBs.

Pour étudier des échantillons de lait et de produits laitiers, Malisch R. et al. (2000)
ont préalablement traité ces échantillons (lait liquide, beurre et créme) avec Na;SO4 ou
NaHSOQy, puis utilisé un mélange de n-hexane et d’acétone (2:1) ou un mélange d’éthanol,
diéthyléther et pentane (40:20:30) pour I’extraction des dioxines a partir des échantillons
liquides. Ils ont ajouté, comme standard, un mélange PCDD/PCDF marqué au °C, pour
étudier le taux de récupération des dioxines a partir d’échantillons solides, aprés une
extraction au Soxhlet de 8 heures, I’hexane étant choisi comme solvant. Les dioxines on
été ensuite déterminées par GC-MS avec une colonne capillaire DB-5. La limite de
quantification va de 0,0125 a 0,5 ng.mL"'. La concentration des PCDD/Fs est d’environ

4,16 pg (I—TEQ).g'1 dans le lait, et d’environ 1,41pg (I—TEQ).g'1 dans le beurre. R. Malisch
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(2000) a également déterminé des dioxines dans des échantillons de lait, de beurre et de
viande prélevés en Allemagne et en Hollande. 11 a utilis¢ la GC-HRMS avec une colonne
capillaire de 60 m (DB-5MS ou DB-Dioxin ou SP2331) pour le dosage : la limite de
détection semble légérement inférieure 4 0,07 pg.g”’ (MG). La teneur en dioxines est
d’environ 1,96 pg I-TEQ.g" pour le beurre hollandais ; de 4,16 pg I-TEQ.g" pour le lait
allemand.

Des pesticides chlorés et PCBs ont été déterminés dans le lait humain par Ott M. et
al. (1998). Ils ont effectué 1’extraction au moyen d’un Soxhlet ; Al,O3, et un gel de silice
ont été utilisés pour le traitement des échantillons, la GC-MS et la GC-ECD pour les
dosages. La limite de détection est d’environ 1,0 ng.g” (MG) et la teneur obtenue va de 21
42056 ng.g”' (MG). Dans une autre étude portant sur le lait de femme, Abraham K. et al.
(1998) ont obtenu des teneurs qui vont de 1,0 4 162,4 pg.g”' pour les dioxines et de 2,8 a
272 ng.g" pour les PCBs.

Pour le dosage des dioxines et des PCBs etc. dans le lait de vache Hippelein M. et al.
(1996) ont effectué des extractions préalables par passage sur des colonnes contenant 400 g
de Na,SO4 et des gels de silice, puis une chromatographie en phase gazeuse a haute
résolution couplée a la spectrométrie de masse a haute résolution avec une colonne
capillaire HP Ultra 2 (25m x 0,2mm x 0,33 um). Les teneurs sont de 0,1 a 4,4 ng.g'1 MQG)
pour les PCBs et de 0,05 4 2.8 pg.g” (MG) pour les dioxines.

Au Pays-Bas, Soechitram S. D. et al. (2003) ont dos¢ les PCBs dans du lait humain
en provenance de Hollande et de Hong-Kong : I’extraction a été réalisée au moyen de n-
hexane, le dosage par GC-HRMS. La teneur des PCBs dans le lait est comprise entre 3,1 et
27,9pg TEQ/g pour le lait de Hong-Kong; entre 8,9 et 89,5pg TEQ/g pour le lait
hollandais.

Les congéneres spécifiques de dioxines et de PCBs coplanaires ont ét¢ déterminés
par Slob W. et al. (1995) dans du lait de vache. Pour traiter les échantillons, ils ont fait
appel a une méthode d’extraction en phase solide (SPE) avec les cendres volantes et a une
extraction au toluéne au moyen d’un Soxhlet. Les dosages sont ensuite réalisés par GC-
HRMS et les teneurs obtenues dans la matiére grasse du lait de vache vont de 1,24 a 1,78
pg.g'1 pour la 2,3,7,8-TCDD, de 3,82 a 4,91 pg.g'1 pour la 1,2,3,7,8-PCDD, de 0,26 a 0,37
pg.g”’ de pour la 2,3,7,8-TCDF, de 5,06 a 7,77 pg.g” pour le PCB-77, de 41,5 4 57,54 pg.g
! pour le PCB-126, de 13,80 4 17,82 pg.g”' pour le PCB-169 etc. Les teneurs mesurées sur
les herbes vont de 0,5 & 0,7 pg.g” pour la 2,3,7.8-TCDD, de 2,22 a 2,80 pg.g” pour la
1,2,3,7,8-PCDD, de 1,90 4 3,0 pg.g”* pour la 2,3,7,8-TCDF, de 27,10 4 37,30 pg.g” pour le
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PCB-77, de 7,20 4 10,40 pg.g”" pour le PCB-126, de 2,60 4 3,70 pg.g” pour le PCB-169,
etc.

Norén K. et Meironyté D. (2000) ont évalué les contaminations du lait de femme en
Suéde par des organochlorés et organobromés. Les échantillons ont été collectés sur une
période comprise entre 1967 et 1997. Ils ont fait appel a la GC-ECD et a la GC-MS-SIM
pour les dosages. Les teneurs totales obtenues dans les lipides vont de 324 a 1090 ng.g
pour les PCBs, de 286 4 429 pg.g™' de lipides pour les PCDDs et de 28 a 37 pg.g” pour les
PCDFs.

Par ailleurs, Glynn A.W. et al. (2001) ont conduit une étude sur les dioxines et PCBs
dans 408 échantillons de lait humain suédois, prélevés sur des femmes agées de 22 a 35
ans. Un mélange acétone/hexane a été utilis€¢ pour extraire la phase lipidique et la GC-MS
pour les dosages : la limite de détection dans les lipides est alors d’environ 0,1 pg.g” pour
les dioxines et comprise entre 0,015 et 0,06 ng.g” pour les PCBs. Les teneurs obtenues
dans les lipides vont de 0,016 & 0,107 ng.g”" pour le PCB-77, de 4,6 4 64,1 ng.g”' pour le
PCB-118, de 33,0 a 186,0 ng.g'1 pour le PCB-153, de 0,28 a 1,81 pg.g'1 pour la 2,3,7,8-
TCDD, de 33,97 4 316,52 pg.g'1 pour I’OCDD, de 0,15 a 1,12 pg.g'1 pour la 2,3,7,8-TCDF,
de 0,13 40,97 pg.g” pour ’OCDF, etc.

Une autre étude, menée par Grandjean P. et al. (1995), présente les résultats d’une
recherche sur les concentrations en organochlorés et métaux toxiques dans 88 échantillons
de lait humain. Aprés une extraction liquide-liquide, les composés organochlorés sont
dosés par GC-ECD. Les teneurs obtenues dans les lipides sont comprises entre 234 et 1380
pg.g” pour le PCB-77, entre 19 et 85 pg.g” pour le PCB-81, entre 86 et 219 pg.g™' pour le
PCB-126, entre 251 et 520 pg.g” pour le PCB-169. La teneur totale dans les lipides va de
382,94 799,4 pg.g” pour le PCDDs et de 46,6 4 63,9 pg.g” pour les PCDFs.

Vaz R. et al. (1993) ont également déterminé la contamination par des organochlorés
de laits humains suédois. Pour cette étude, réalisée pour la National Food Administration
(NFA) dans la période 1981-1990, les échantillons ont été traités par un mélange de
hexane/acétone (1:1) et dosés par GC-ECD. La teneur obtenue pour les PCBs est d’environ
entre 0,4 et 2,4 ug.g”’ (MG).

En Belgique, Focant J.-F. et al. (2002, 2002, 2005) ont effectu¢ des études sur les
dioxines et les PCBs dans le lait humain. Pour traiter les échantillons, différentes méthodes
d’extraction ont été appliquées : une méthode d’extraction liquide-liquide avec un mélange
¢thanol, ammoniac, diéthyl éther et hexane (Focant 2005) ; une méthode d’extraction en

phase solide (SPE) avec C;s (Focant 2002) ; une méthode d’extraction au Soxhlet avec un
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mélange de pentane-dichlorométhane (1 :1) (Focant 2002); une méthode d’extraction
liquide sous pression (Focant 2002). Les dioxines et PCBs sont déterminés par HRGC-
HRMS-SIM avec des colonnes capillaires SSIL-MS (30m x 0,25 mm x 0,25 um), VF-
SMS (50m x 0,20 mm x 0,33 pm) et HT-8 (25m x 0,22 mm x 0,25um). La limite de
détection va de 0,1 4 2,0 pg.g”" (MG) pour les dioxines et de 3,9 a 48,9 pg.g”" (MG) pour
les PCBs. La teneur des dioxines dans les échantillons est inféreure a 634,4 pg.g” (MG)
(Focant 2002), de 6,1 a 108.,5 pg.g” (MG) (Focant 2005). La teneur des PCBs dans les
échantillons est inférieure a 240,9 pg.g”' (MG) (Focant 2002), de 29,2 4 392,7 pg.g” (MG)
(Focant 2005). Par ailleurs, Covaci A. et al.(2001) ont utilisé différentes colonnes
capillaires et la GC-MS pour doser des PCBs congéneres. La limite de détection est
d’environ 0,4 pg.uL™" pour les solutions standards de PCBs et 0,2 ng.g”' pour les PCBs
dans les lipides du lait.

Dans une autre étude, Focant J.-F. et al. (2003), ont déterminé les concentrations de
dioxines et PCBs dans 35 échantillons de lait de vache pasteurisé. Ils ont appliqué une
méthode d’extraction et de purification automatique pour traiter les échantillons et la GC-
HRMS avec une colonne capillaire RTX-5 (40m x 0,18mm x 0,2um) pour doser les
dioxines et PCBs. La limite de détection va de 0,02 4 0,11 pg.g”" (MG) pour les dioxines et
de 0,08 23,36 pg.g” (MG) pour les PCBs. La teneur totale obtenue va de 1,26 4 7,22 pg.g™
(MG) pour les PCDDs, de 0,35 a 2,84 pg.g” (MG) pour les PCDFs et de 12,78 a 38,19
pg.g” de matiére grasse pour les PCBs.

En Pologne, a Wielkopolska, Jaraczewska K. et al. (2006) ont prélevé 21
¢échantillons de sang et 22 échantillons de lait pour doser des PCBs. Ces échantillons ont
été conservés dans un congélateur a -20°C. Apres une extraction liquide-liquide par un
mélange 2x5 mL de n-hexane et d’éthanol (1 :1) pratiquée surl,5 mL de lait, les PCBs ont
été déterminés par GC-MS-SIM avec une colonne capillaire HT-8 (25m x 0,22 mm x 0,25
um). Les limites de quantification de la méthode vont de 0,5 a 4 ng. g'1 et la teneur en PCBs
est d’environ 133 ng.g”! (MG).

Pour la détermination de PCBs dans le lait humain, Szyrwinska K. et Lulek J. (2007)
ont également utilis¢ une méthode d’extraction liquide-liquide, aprés avoir conservé les
¢échantillons a -20°C, puis la chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a
capture d’électrons (ECD) pour le dosage des PCBs . La limite de détection va de 0,002 a
0,06 ng.mL™" ou de 0,05 a 1,7 ng.g”' (MG). Pour ce travail, ils ont employé des colonnes
capillaires DB5 (60m x 0,25 mm x 0,25 um) et HP1701 (60m x 0,25 mm x 0,25um) pour

la séparation des PCBs.
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Czaja K. et al. (2001) ont aussi déterminé des organochlorines persistants dans 87
¢échantillons de lait humain. Apres avoir traité des échantillons, ils ont utilisé la
chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a capture d’¢lectrons (ECD)
pour doser des organochlorines persistants. La limite de détection de cette méthode va de
0,24 1,0 ng.mL" et la teneur totale en PCBs va de 4,0 4 18,0 ng.mL"' pour des échantillons
prélevés 8 mois aprés I’accouchement; de 6,0 & 11,0 ngmL" pour des échantillons
prélevés 2 mois apres 1’accouchement.

En Grece, des échantillons de lait et sérum humain ont été prélevés puis conservés a
- 40°C par Costopoulou D. et al. (2006). Les lipides du sérum et du lait ont été extraits par
un mélange d’oxalate de sodium, méthanol, diéthyl-éther et pétrole puis on a utilisé des
colonnes chromatographiques d’alumine et de charbon actif pour purifier les échantillons.
Les lipides passent ensuite sur une colonne contenant 10 g 44% H;SOg4-silica gel et 2 g
Na,S0y, a la colonne chromatographique d’alumine. Les échantillons sont évaporés a sec
puis une reprise est effectuée au moyen de n-nonane pour le dosage de 18 PCBs par GC-
HRMS. La limite de détection va alors de 0,1 a 0,15 pg.g’ (MG); la limite de
quantification de 3,62 4 5,00 pg.g” (MG). Les taux de récupération de cette méthode sont
compris entre 70 % et 120 %. Pour les dioxines, la limite de quantification va de 2,74 a
3,78 pg.g”’ de matiére grasse. La teneur totale en TEQ est d’environ entre 1,86 et 6,82 pg.g”
! de matiére grasse pour les dioxines.

Papadopoulos A. et al. (2004) ont quant a eux analysé 77 échantillons alimentaires
pour y déterminer les dioxines et PCBs. Les échantillons de lait sont traités par la méthode
d’extraction liquide-liquide que décrit la procédure de I’AOAC (1990). Les dioxines et
PCBs sont dosés par HRGC-HRMS avec une limite de détection qui va de 2,85 a 3,15
pg.g’ (MG) pour les dioxines et de 2,23 a 2,33 pg.g” (MG) pour les PCBs. La teneur
totale des dioxines va de 3,08 4 3,72 pg.g” (MG) pour le lait de vache ; elle va de 10,39 a
43,50 pg.g” (MG) pour le lait en poudre. La teneur totale des PCBs va de 1,64 4 5,30 pg.g”
' (MG) pour le lait de vache ; elle va de 2,95 4 6,20 pg.g” (MG) pour le lait en poudre.

En Slovaquie, Yu Z. et al. (2007) ont étudi¢ les PCBs contenus dans du lait humain.
Les échantillons sont prélevés 4 ou 5 jours apres I’accouchement et conservés a -20°C.
Pour extraire les lipides dans 60 mL de lait, ils utilisent un mélange de 10 mL d’oxalate de
sodium a 5%, 50 mL d’éthanol et 20 mL de diéthyl-éther dans une ampoule a décanter qui
est agitée pendant 1 minute. Puis 30 mL d’hexane sont ajoutés et ce mélange est agité
pendant 5 minutes. Apres évaporation a sec de la phase lipidique, la reprise est effectuée

par 1 mL d’hexane puis on fait passer 1’échantillon sur une colonne qui contient 0,5 g de
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florisil, 1 g de silice gel-H,SO4 44%-, 0,5 g de florisil et 1 g de Na,SO4. Les PCBs sont
dosés par GC/ECD et par HRGC/LRMS-SIM avec une colonne capillaire DB-5 (60m x
0,25 mm x 0,25 pm). La limite de détection de cette méthode va de 0,062 a 0,597 ng.g
(MG)

Chovancova J. et al. (2005) ont dosé 17 dioxines et 12 (non-ortho et mono-ortho)
PCBs dans 87 échantillons de produits alimentaires. Aprés une extraction liquide-liquide,
la GC/HRMS est appliquée pour doser les dioxines et PCBs, avec une colonne capillaire
DB5-MS (60m x 0,25mm x 0,25 pm). La limite de détection pour les échantillons de lait
va de 0,04 2 0,43 pg.g”’ (MG) pour les dioxines et de 0,03 a 0,42 pg.g”"' (MG) pour les
PCBs. La teneur totale TEQ dans le lait est d’environ entre 1,57 et 1,91 pg. g'1 (MG) pour
les non-ortho PCBs, entre 0,17 et 0,24 pg.g”’ (MG) pour les mono-ortho PCBs et entre
1,31 et 1,56 pg.g”' (MG) pour les dioxines.

En Croatie, des pesticides organochlorés et PCBs ont été déterminés dans le lait
humain par Krauthacker B. et al. (1998) : 139 échantillons, prélevés de 1987 a 1995 et
conservés a -20°C, ont été¢ dosés par chromatographie en phase gazeuse. La limite de
détection de la méthode serait comprise entre 0,2 et 2,0 ng.g” et les teneurs iraient de 20 a
1575 ng.g” (MG) pour les PCBs.

En Slovénie, Cerkvenik V. et al. (2000) ont déterminé des éléments traces, des
pesticides organochlorés et PCBs dans le lait de vache : sur 108 échantillons provenant de
19 laiteries slovénes, un dosage par GC-ECD a été effectué, aprés extraction par un
mélange d’éther de pétrole et Na,SO,. La limite de détection de cette méthode va de 0,2 a
2,0 ng.g"' (MG) pour les PCBs. La teneur des PCBs va de 2,0 a 80,0 ng.g” (MG) et la
teneur totale est d’environ 1000,0 ng.g”' (MG).

En Turquie, Erdogrul O. Et al. (2004) ont déterminé des organo-halogénés
persistants sur 37 échantillons de lait humain prélevés a Kahramanmaras. Aprés une
extraction liquide-liquide par un mélange d’acide formique et de n-hexane:
dichlorométhane (5 :1), les échantillons sont purifiés, déshydratés et dosés par GC-ECD et
GC-MS avec des colonnes capillaires HT-8 (50m x 0,22mm x 0,25um) et HT-8 (25m x
0,22 mm x 0,25um). La limite de détection de cette méthode est d’environ 0,02 ng.g” pour
les PCBs avec un taux de récupération qui va de 75 a 85 %. La teneur totale est d’environ
entre 0,21 et 1,92 ng.g™.

En Norvege, Polder A. et al. (1998) ont réalisé une étude des pesticides chlorés dans
du lait humain provenant de la péninsule de Kola (en Russie) : 30 échantillons de lait de

femmes ayant 25,1 + 5,2 ans (hopital de Murmansk) et 23,5 + 5,3 ans (hopital de
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Monchegorsk) ont été collectés et conservés a -20°C. Apres une extraction liquide-liquide,
PCBs et pesticides ont été déterminés par GC-ECD ; les dioxines et non-ortho PCBs par
GC-HRMS. La limite de détection qui est d’environ 0,01 ng.g' pour les PCBs, se situe
entre 3 et 15 fg.g”' pour les dioxines et entre 1 et 7 fg.g”' pour les non-ortho PCBs. La
teneur totale va de 250,5 a 1270 ng.g”' pour les PCBs, de 105,99 a 274,16 pg.g”' pour les
dioxines et de 266,1 a 563,2 pg.g”' pour les non-ortho PCBs. Par ailleurs, Polder A. et al
(2003) ont poursuivi leur étude des pesticides chlorés sur 140 échantillons de lait humain
en provenance de Russie : par GC-ECD et GC-HRMS, la limite de détection est d’environ
0,004 4 0,051 ng.g” pour les PCBs ; leur teneur totale est d’environ 458 ng.g” (MG).

En Finlande, Kiviranta H. et al. (1999) ont étudi¢ les niveaux de concentration des
PCDD/Fs et des PCBs dans 84 échantillons de lait humain, venant de Helsinki (20) et de
Kuopio (64). Apres extraction par un mélange de diéthyl-éther / hexane, les dosages ont été
effectués par HRGC-HRMS avec une colonne capillaire DB-DIOXIN (60 m x 0,25 mm x
0,15 pm). La limite de détection de la méthode est de 0,1 a 1,0 pg.g” pour les dioxines et
de 1 4 10 pg.g”' pour les PCBs. La teneur totale est comprise entre 296 et 381 pg.g” pour
les dioxines; entre 198 et 217 pg.g”' pour les PCBs.

Vartiainen T. et al. (1997) ont déterminé les dioxines et PCBs dans 167 échantillons
de lait humain prélevés au hasard (77 échantillons en provenance du Sud et 90 échantillons
de I’Est) par GC-HRMS avec une colonne capillaire DB-DIOXIN. La limite de détection
est d’environ 10 pg.g”’ (MG) pour les PCBs et entre 0,3 et 1,0 pg.g” (MG) pour les
dioxines. La teneur totale TEQ va de 60,6 4 1620 ng.g” (MG) pour les PCBs et de 3,86 a
96,3 pg.g” (MG) pour les dioxines.

En République Tcheque, Bencko V. et al. (1998) ont déterminé des hydrocarbures
polyhalogénés dans le lait humain par GC-ECD et GC-MS avec une limite de détection
d’environ 1,0 ng.g”' pour les PCBs et de 0,1 ng.g” pour les dioxines. La teneur va de 12,1 &
18,4 pg TEQ.g" (MG) pour les dioxines ; de 532 4 1069 ng TEQ.g" pour les PCBs. Par la
suite, au cours des deux années 1999 et 2000, Bencko V. et al. (2004) ont déterminé les
teneurs en dioxines et PCBs de 81 nouveaux échantillons de lait humain. IIs sont traités par
un mélange hexane/acétone (1:1) et la mesure est effectuée par GC-MS avec une colonne
capillaire DB-5. La limite de quantification obtenue est d’environ 0,2 pg.g” (MG) pour les
dioxines ; comprise entre 0,001 et 0,5 ng.g” (MG) pour les PCBs. Les teneurs observées
dans la matiére grasse (MG) vont de 2,46 & 16,4 pg.g”'pour les PCDDs, de 3,6 4 72,3 pg.g”
pour les PCDFs, de 2,89 a 115 pg.g”' pour les PCBs non-ortho et de 5,26 a 127 pg.g” pour
les mono-ortho PCBs.
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Schoula R. et al. (1996) ont évalué les contaminations par des organo-chlorés
persistants sur des échantillons de lait de femmes, agées de 18 a 30 ans, collectés en 3
régions de la République Tchéque. Aprés extraction par un mélange de n-hexane et Na,SO4
puis passage sur une colonne Bio-Beads SX-3, le dosage par GC-ECD des PCBs donne
une limite de quantification 1égérement inférieure a 5 ng.g” (MG). La teneur obtenue est
d’environ 936,7 ng.g” (MG).

Des polychlorobiphényles (PCBs) dans le lait de vache ont également été déterminés,
en République Tchéque, par Sisdk M. et al. (1995): 723 échantillons de lait ont été
prélevés et, aprés une extraction liquide-liquide, les dosages par GC-ECD avec une
colonne de verre donnent une teneur totale en PCBs d’environ 300 ng.g” (MG)

Au Japon, une étude menée par Sasamoto T. (2006) fait apparaitre un changement de
concentration des PCDDs, PCDFs et PCBs dans le lait humain. Aprés une extraction
liquide-liquide et passage sur des colonnes de gel de silice et de charbon actif, puis une
purification par de 1’acide sulfurique, les PCDDs et PCDFs sont séparés sur des colonnes
capillaires BPX-DXN (60m x 0,25mm x 0,25um) et SP-2331 (60m x 0,25 mm x 0,25um).
Les PCBs sont séparés sur des colonnes capillaires SGE HT-8 (50m x 0,22 mm x 0,25
um). Les dosages effectués par HRGC/HRMS-SIM donnent une limite de détection
d’environ 0,03 pg.g” pour les PCBs et qui va de 0,01 4 0,1 pg.g” pour les dioxines. La
teneur totale en TEQ va de 5,4 4 8,5 pg.g”’ (MG) pour les PCDDs ; de 4,0 4 5,5 pg.g’
(MG) pour les PCDFs et de 6,6 4 11 pg.g”’ (MG) pour les PCBs (dioxins like)

Sudaryanto A. et al. (2006) ont déterminé des organochlorines dans du lait de
femmes indonésiennes. Aprés une extraction en phase solide avec des diatomites et élution
par un mélange hexane/dichlorométhane, le taux de récupération des PCBs est d’environ
101 £4,3 %. Les teneurs en PCBs mesurées dans les lipides par GC-MS et GC-ECD avec
une colonne capillaire DB-1 (30m x 0,25mm x 0,25um) vont de 21 4 33 ng.g™".

Les congéneres de dioxines et PCBs dans le lait humain a Tokyo ont été déterminés
par Guan P. et al. (2006). Dans le courant des années 1999-2000, ils ont prélevé 240
¢chantillons de lait de femmes, ayant de 25 a 34 ans, pour doser 14 congénéres de PCDDs,
15 congéneres de PCDFs et 12 congénéres de PCBs par HRGC-HRMS. Les échantillons
sont mélangés avec de 1’oxalate de sodium, du diéthyl-éther et de 1’éthanol, avant une
extraction & I’ hexane. La limite de détection est d’environ 0,03 pg.g” (MG) pour les PCBs
et comprise entre 0,01 et 0,1 pg.g” (MG) pour les dioxines. Pour les femmes ayant de 25 a
29 ans, la teneur totale trouvée dans les lipides du lait est d’environ 8,11 pg.g™ pour les

PCDDs ; 5,68 pg.g”' pour les PCDFs et 9,24 pg.g” pour les PCBs. Pour les femmes agées
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de 30 & 34 ans, elle est d’environ 9,63 pg.g”’ (MG) pour les PCDDs ; 6,30 pg.g”’ (MG)
pour les PCDFs et 12,02 pg.g”' (MG) pour les PCBs.

Par ailleurs, Uehara R. et al. (2006) ont effectu¢ une étude des dioxines dans 839
¢chantillons de lait de femmes japonaises durant la période qui va de 1997 a 2002. IIs ont
dosé par GC-MS 7 isomeres de PCDDs, 10 isoméres de PCDFs, 4 Co-PCBs et 8§ mono-
ortho PCBs, apres une extraction liquide-liquide avec un mélange d’oxalate de sodium, de
diéthyl-éther, éthanol et hexane. La teneur totale obtenue va de 3,7 a 56,0 pg TEQ.g"
(MG) pour PCDDs/PCDFs, de 1,2 4 29,5 pg TEQ.g" (MG) pour Co-PCBs et de 0,9 4 16,1
pg TEQ.g"' (MG) pour mono-ortho PCBs.

Takekuma M. et al. (2004) ont déterminé des dioxines et PCBs dans 299 échantillons
de lait humain a Saitama, au cours de la période 1998-2000, par HRGC-HRMS. La limite
de détection est d’environ 0,1 pg.g”' pour les PCBs ; comprise entre 0,02 et 0,05 pg.g™' pour
les dioxines. La teneur totale va de 36,10 a 469,77 pg.g'1 pour les PCDDs, de 8,88 a 84,98
pg.g” pour les PCDFs et de 35,8 4 274,12 pg.g”' pour les Co-PCBs.

Dans une autre ¢tude, menée par Saito K et al. (2005), sont donnés les résultats
obtenus pour des dioxines et I’hexachlorobenzéne dans du lait humain japonais. Apres
avoir traité les échantillons par extraction liquide-liquide, ces chercheurs ont appliqué la
GC-MS et la GC-ECD avec des colonnes capillaires DB-17HT (30m x 0,25 mm x 0,15um)
et DB-5(30m x 0,25mm x 0,25um) pour doser les dioxines et PCBs. La limite de détection
est d’environ 0,6 pg.g” pour les 4-5CDD/Fs ; 1,5 pg.g”' pour les 6-7 CDD/Fs et 3,0 pg.g”
pour les OCDD/F et non-ortho PCBs. La teneur va de 0,0 4 25,5 pg.g”' pour le PCB (77) ;
de 20,4 4 196,2 pg.g” pour le PCB (126) ; de 0,0 4 93,9 pg.g” pour le PCB (169) ; de 0,0 &
3.8 pg.g” pour la 2,3,7,8-TCDD ; de 27,1 4 266,1 pg.g” pour ’OCDD etc.

Par ailleurs, Tajimi M. et al. (2005) ont dosé¢ des dioxines et des PCBs dans 240
¢chantillons de lait de Japonaises. Ils ont effectué une extraction liquide-liquide par
I’hexane et un mélange oxalate de sodium/diéthyl-éther/éthanol. La GC-HRMS a été
choisie pour doser les dioxines et les PCBs. La limite de détection est d’environ entre 0,01
et 0,1 pg.g”' pour les dioxines et 0,03 pg.g”' pour les PCBs. La teneur totale en TEQ va de
6,0 4 13,8 pg.g” pour les dioxines et de 5,1 49,9 pg.g” pour les PCBs.

Hashimoto S. et al. (1995) ont également déterminé des dioxines et des PCBs dans
du lait humain japonais. Aprés une extraction liquide-liquide au moyen d’un mélange de
KOH, méthanol et hexane, puis un dosage par GC-MS SIM, ils ont obtenu des teneurs
totales qui vont de 3,5 4 20 pg.g”' pour les PCDDs, de 0,84 4 6,0 pg.g” pour les PCDFs, de
2,8 238 pg.g” pour les PCBs. Sur 415 d’échantillons de lait humain japonais, Matsuura N.
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et al. (2001) ont mesuré quant a eux des teneurs totales en dioxines et PCBs qui vont de
13,1 429,5 pg TEQ.g" (MG).

Pour une autre étude, lida T. et al. (1999) ont dosé¢ les dioxines dans le lait de 51
femmes japonaises primipares et sur 44 échantillons de multipares entre 1994 et 1996. Les
mamans primipares ont de 21 a 34 ans et les multipares de 25 a 40 ans. Les échantillons
sont extraits par un mélange de diéthyl-éther/éther de pétrole (1:1) et les dosages réalisés
par GC-MS avec une colonne capillaire SP 2331 (60m x 0,32mm x 0,25 um). La teneur
moyenne totale obtenue pour les échantillons de primipares va de 6,7 a 190 pg.g” (MG)
pour les PCDDs, de 1,2 4 32 pg.g” (MG) pour les PCDFs et de 5,9 4 160 pg.g”' (MG) pour
PCBs. La teneur moyenne totale obtenue pour les échantillons de multipares va de 7,7 a
190 pg.g”! (MG) pour les PCDDs, de 1,0 4 26 pg.g” (MG) pour les PCDFs et de 4,9 a 120
pg.g”! (MG) pour les PCBs.

Dans une autre étude encore, portant sur les organo-chlorés persistants sur du /ait
humain chinois, Kunisue T. et al. (2004) ont prélevé 40 échantillons qui ont été conservés a
-20 °C. Apres une extraction des lipides en phase solide (SPE) au moyen d’une colonne
Bio-Bead S-X 3, ils les ont fait passer sur une colonne contenant du florisil activé puis
I’¢lution a été réalisée par I’hexane et un mélange dichlorométhane : hexane (1 :4), avec un
taux de récupération d’environ 97,0 £ 4,2 % pour les PCBs et 105,0 = 5,7 % pour les
DDTs etc. Les organochlorés persistants sont ensuite dosés par GC-ECD et HRGC-MSHR.
La limite de détection de cette méthode va de 0.3 a 0,5 pg.g” (MG). La teneur totale
trouvée dans les lipides est approximativement comprise entre 21 et 51 pg.g”" pour les
PCDDs, entre 9,4 et 22 pg.g” pour les PCDFs, entre 31 et 47 pg.g” pour les non-ortho
PCB:s et entre 3700 et 5200 pg.g” pour les mono-ortho PCBs.

Dwernychuk L.W. et al. (2002) ont mesuré la teneur en dioxines dans des
échantillons de lait et de sang humain, de poisson, de terre, etc. a Aluoi, province se
trouvant au sud du Vietnam dans laquelle I’agent orange avait été utilisé durant la guerre.
IIs ont employé, d’une part, un mélange d’acétone et de tolueéne (20:80 v/v) pour extraire
les dioxines des échantillons solides au moyen d’un Soxhlet, d’autre part, un mélange
d’hexane et de dichlorométhane (1:1 v/v) pour une extraction liquide-liquide des dioxines a
partir des échantillons liquides. Le dosage a été ensuite réalis¢ par HRGC-HRMS-SIM. La
limite de détection dans les lipides va de 0,2 a 1,3 pg. g'l. La teneur totale en dioxines dans
le lait humain est comprise entre 14,7 et 107,3 pg I-TEQ/g. (I-TEQ = unité internationale

de toxicité équivalente).
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Minh N.H. et al. (2004) ont déterminé des organochlorés persistants dans le lait
humain vietnamien (42 échantillons dans le Nord et 44 échantillons dans le Sud du
Vietnam). Les échantillons ont subi une extraction en phase solide (SPE) avec une colonne
de diatomite de 2 cm de diamétre (10 g de diatomite pour 10 g de lait) puis 1’¢lution est
réalisée par 200 mL de diéthyl-éther. Aprés purification et déshydration, les dosages sont
réalisés par GC-ECD avec une colonne capillaire DB-1 (30m) : la limite de détection va de
0,1 41,0 ng.g"' (MG) avec un taux de récupération d’environ 101 £ 4,9 % pour les PCBs ;
99,5 + 3,4 % pour les DDTs etc. Les teneurs totales en PCBs restent comprises entre
environ 26 et 210 ng.g”' (MG).

En Corée du Sud, sur 24 échantillons de lait humain prélevés en 1998 sur des non-
fumeuses ayant de 24 a 48 ans et conservés a -20°C, Yang Y.-H. et al (2002) ont étudié les
concentrations en dioxines et PCBs. La phase organique a été extraite par un mélange
acétone/hexane (2 :1) et les dioxines et PCBs dosés par HRGC-HRMS. Leurs teneurs
totales vont de 94,73 a 648,16 pg.g” pour les dioxines, de 38 a 248 pg.g”' pour les non-
ortho PCBs, avec une teneur maximum d’environ 8848 pg.g” pour les mono-ortho PCBs.
Yang J. et al. (2002) ont aussi déterminé des dioxines et PCBs dans le lait humain de
Coréennes. Les échantillons sont traités par une méthode d’extraction liquide-liquide et les
dosages effectués par HRGC-HRMS. La teneur totale TEQ va de 2,01 a 10,51 pg.g” pour
les PCDDs, de 1,47 448,30 pg.g” pour les PCDFs et de 2,39 4 10,86 pg.g” pour les PCBs.

A Taiwan, dans 36 échantillons prélevés sur des femmes ayant de 20 a 35 ans, Chao
H.-R. et al. (2004) ont déterminé les congénéres de dioxines et de PCBs par HRGC-
HRMS, aprés une extraction par du n-pentane et une purification sur colonne ; le taux de
récupération va de 70 a 130 %. La limite de détection de cette méthode va 0,01 a 10,0 pg.g
"(MG) et la limite de quantification est deux fois supérieure. La teneur totale des PCBs
dans le lait est comprise entre environ 1,73 et 8,80 pg.g” (MG) pour les femmes de moins
de 29 ans et entre 3,26 et 9,40 pg.g”’ (MG) pour les femmes de plus de 29 ans. La teneur
totale des dioxines dans le lait est comprise entre 50,4 et 361 pg.g”’ (MG) environ pour les
femmes de moins de 29 ans ; entre 76,1 et 439 pg.g”' pour les femmes de plus de 29 ans.

Enfin, sur un total de 430 échantillons de lait humain collectés a Taiwan, Wang S.-L.
et al. (2004) en ont utilisé 20 sur lesquels ils ont dosé, par GC-HRMS, les dioxines et PCBs
avec des quantités détectées qui vont de 0,1 4 20 pg.g”' (MG) pour les dioxines et de 0,2 &
150 pg.g”’ (MG) pour les PCBs. Les teneurs obtenues sont d’environ 140,22 pg.g”' de
lipides pour les PCDDs ; 17,87 pg.g” de lipides pour les PCDFs ; 54,69 pg.g” de lipides
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pour les non-ortho PCBs ; 10115 pg.g” de lipides pour les mono-ortho PCBs et 10170
pg.g” de lipides pour les PCBs (dioxin-like).

Au Brésil, Heck M.C. et al. (2007) ont déterminé des PCBs et pesticides organo-
chlorés dans du lait cru, du lait UHT et du lait pasteuris¢ de vache en provenance de Rio
Grande, les échantillons étant conservés a -20°C. Apreés une extraction liquide-liquide les
dosages sont réalisés par GC-ECD avec une colonne capillaire HP-5 (30m x 0,25 mm x
0,25 um). La limite de détection de cette méthode va de 0,20 a 0,50 ng.g” et la limite de
quantification de 0,30 4 0,60 ng.g™". La teneur totale en PCBs parfois inférieures a4 LQ peut
aller jusqu’a 50,6 ng.g” (MG).

Les concentrations en dioxines, PCBs et composés organochlorés ont été déterminées
par Paumgartten F.J.R. et al. (2000) dans 40 échantillons de lait humain a Rio de Janeiro.
Ils ont utilis¢ la HRGC-HRMS pour le dosage des dioxines et la HRGC-ECD pour les
composés organochlorés et PCBs. La limite de détection est inférieure & 0,1 pg.g” (MG)
pour les dioxines, comprise entre 1,0 et 10,0 ng.g”’ (MG) pour les PCBs. Le taux de
récupération de cette méthode va de 65 a 120 % pour les dioxines; de 75 a 110 % pour les
composés organochlorés et PCBs. Les teneurs obtenues vont de 0,3 4 3,9 pg.g” (MG) pour
les PCDFs, de 0,6 4 21 pg.g”' (MG) pour les PCDDs et de 3 4 37 ng.g”' pour les PCBs.

Par ailleurs, Braga A.M.C.B. et al. (2002) ont déterminé par GC-MS, avec une
colonne capillaire DB-5MS, des concentrations en dioxines dans le sol, I’eau, et le lait de
vache a Rio de Janeiro. La limite de quantification obtenue est d’environ 0,31 pg.g” (MG)
et les teneurs obtenues vont de 4,07 4 6,54 pg. I'-TEQ.g™ (MG) pour le lait de vache.

Au Canada, Newsome W.H. et al. ont étudié¢ PCBs et pesticides organochlorés dans
le lait humain. Par GC-MS, avec une colonne DB-5 (30m x 0,25mm x 0,25um), ils ont
dosé des PCBs dans 50 échantillons, avec une teneur totale d’environ 10,8 ng.g’
(Newsome, 1996). Par GC-ECD, ils ont déterminé des pesticides organochlorés et PCBs
dans 497 échantillons avec les limites de détection qui vont de 0,04 4 5,12 ng.g”’ et des
teneurs totales comprises entre 4,19 a 6,78 ng.g'1 pour les PCBs (Newsome, 1995).

Par ailleurs, Newsome W.H. et Ryan J.J. (1998) ont déterminé des toxaphénes et des
composés chlorés dans 100 échantillons de lait humain canadien. Les composés chlorés
sont dosés par GC-MS et GC-ECD. Les teneurs totales moyennes obtenues vont de 238 a
247 ng.g” (MG) pour les PCBs ; de 16,1 4 44,2 pg.g” (MG) pour les HXCDDs et de 2,7 a
10,4 pg.g”' (MG) pour les HxCDFs, etc.

Des concentrations de polychlorobiphényles dans 1’alimentation canadienne ont été

déterminées par Newsome W.H. et al. (1998). Les PCBs ont été dosés par GC-MS avec
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une colonne capillaire DB-5 (30m x 0,25mm x 0,25pum). La limite de quantification va de
1 4 63 pg.g”. La teneur totale moyenne obtenue est d’environ 231 pg.g”' pour le lait en
boite, 112 pg.g” pour le lait entier, 61 pg.g”' pour le lait écrémé etc.

Vingt-cinq congéneres de PCBs ont été dosés par Dmitrovic J. et Chan S.C. (2002)
dans du lait humain. Ils ont utilisé une méthode d’extraction en phase solide puis la GC-
MS avec une colonne DB-5 (30m x 0,25mm x 0,25um). La limite de quantification va de
0,01a0,1 ng.mL'1 et le domaine de linéarité de 0,005 4 0,01 ng.mL'l.

Ryan J. J. et al. (1993) ont déterming¢, en 1986 et 1987, des PCDDs et des PCDFs
dans 412 échantillons de lait humain venant de six provinces au Canada. L’extraction a été
réalisée par un mélange d’acétone et d’hexane (2 :1 v/v) et le dosage par GC-MS-SIM, en
utilisant une colonne capillaire DB-5 (30m). La limite de détection obtenue est d’environ 1
pg.g”. La concentration des dioxines dans le lait humain est d’environ 23,3 pg TEQ.g"

comme indiqué dans le tableau 27.

Tableau 27 : PCDDs et PCDFs dans le lait humain

(d’aprés Ryan J.J. et al., 1993)

PCDDs/PCDFs Concentration PCDDs/PCDFs Concentration
(pg.g' MG) (pg.g"' MG)
2,3,7,8-TCDF 2,9 1,2,3,4,7,8/1,2,3,6,7,8-HxCDD 58
2,3,7,8-TCDD 4,0 1,2,3,7,8,9-HxCDD 14
2,3,4,7,8-PnCDF 8,6 1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 14
1,2,3,7,8-PnCDD 9.4 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 106
1,2,3,4,7,8/1,2,3,6,7,8-HxCDF 10,6 OCDD 311
2,3,4,6,7,8-HxCDF 1,2 TEQ 23,3

Aux Etats-Unis, Schecter A. et al. (1998) ont effectué des études sur des dioxines et
des PCBs du lait et de sang de femmes américaines. Apres traitement des échantillons, ils
ont déterminé les dioxines et les PCBs par HRGC-HRMS. La limite de détection de cette
méthode est comprise entre environ 0,1 et 0,59 pg.g” (MG) pour les dioxines, et entre
environ 6,1 et 15,8 pg.g'1 (MG) pour les PCBs. Pour le lait de femmes américaines, la
teneur totale dans les lipides va de 63 a 285 ng.g”' pour les PCBs, de 21 a 309 pg.g” de
lipides pour les PCDDs et de 9 4 173 pg.g™' pour les PCDFs.

Des études ont été aussi réalisées aux Etats-Unis, en Allemagne, en Finlande, au
Canada et en Russie sur des échantillons de lait humain en provenance de Russie pour

déterminer par GC-MS les PCDDs, PCDFs et PCBs : leurs teneurs exprimées en TEQ sont
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comprises entre 6,1 et 7 pg TEQ.g™ pour les échantillons de lait venant de Sibérie ; de 26,9
a 28,5 pg TEQ. g'1 pour les échantillons de lait prélevés a Angarsk et Usolye-Sibirskoye. La
limite de détection de cette méthode va de 0,2 4 0,5 pg.g” (Schecter A. et al. 2002).

De leur coté, Schecter A. et al (1998), ont déterminé les dioxines et PCBs dans divers
¢chantillons biologiques américains (lait, sang, placenta, etc.). Ceux-ci ont été prélevés sur
5 de femmes de New-York ayant entre 19 et 34 ans. Le dosage est effectu¢ par HRGC-
HRMS et les teneurs obtenues vont de 145-197 pg.g” pour les PCDDs, de 14 4 24 pg.g”
pour les PCDFs et de 18 4 42 pg.g” pour les PCBs.

Greizerstein H.B. et al. (1999) ont aussi déterminé des pesticides et PCBs dans le lait
humain par GC-ECD. Les limites de détection vont de 3,5 a 14,1 ng.g'1 et la teneur totale
va de 239 a 428 ng.g” pour les PCBs. Kostyniak P.J. et al. (1999) ont réalisé un travail
analytique. Les limites de détection sont d’environ entre 0,001 et 0,193 ng.g”' (MG) et la
teneur totale va de 46 4 622 ng.g” (MG) pour les PCBs.

La concentration des PCBs dans 95 échantillons de lait humain du Kazakhstan sont
donnés par She J et al. (1998). La phase lipidique, aprés extraction a I’hexane, est passée
sur une colonne de charbon (AX-21). L’¢lution se fait ensuite par un mélange
hexane/dichlorométhane (1 :1) et les PCBs sont déterminés par HRGC-HRMS avec une
colonne capillaire DB-5 (60m x 0,25mm x 0,25um). La teneur totale des PCBs va de 149 a
1330 ng.g”' (MG). Par ailleurs, Lutter C. et al. (1998) ont déterminé des dioxines et PCBs
dans 92 d’échantillons de lait de femmes du Kazakhstan par HRGC-HRMS. La teneur en
dioxines est comprise entre environ 1,2 et 118,2 pg.g”' (MG) et la teneur totale de PCBs est
d’environ 410 ng.g” (MG).

Beckmen K.B. et al. (1999) ont appliqué la chromatographie en phase liquide a haute
performance couplée a un détecteur UV a barrette de diodes pour doser des PCBs dans le
lait et le sang de phoques du nord, venant de 1’ile St George (Alaska). Les échantillons de
lait sont soumis a une extraction liquide-liquide par un mélange hexane/ pentane (1:1). La
limite de détection de la méthode est d’environ 0,04 ng.g™.

En Australie, Quinsey P. M. (1995) ont dosé¢ par GC-MS des résidus organochlorées
dans le lait humain a Victoria avec une limite de détection qui va de 0,004 a 0,1 pg.mL :
60 échantillons de lait de femmes ayant de 22 a 36 ans ont été prélevés et conservés a -20
°C. La teneur maximale en PCBs est d’environ 1,0pg.g” (MG).

Au Zimbabwe, Chikuni O. et al. (1997) ont déterminé des PCBs, du DDT et ses
métabolites dans le lait humain. Des femmes de 18 a 30 ans et vivant depuis environ 5 ans

dans la zone de recherche ont été sélectionnées. 175 échantillons ont été prélevés et
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conservés a -20°C. Les dosages de PCBs et DDT ont été réalisés par GC avec une colonne
capillaire SPB-5 (60m x 0,25 mm x 0,25 pm). La limite de détection de cette méthode est
d’environ 2,5 ng.g”' pour le PCB-101 et de 8,0 ng.g” pour le DDT. La teneur totale

maximale est d’environ 60 ng.g”' de lait entier.
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Tableau 28 : Travaux réalisés sur les PCBs

Auteur (année) Pays Meéthode de traitement | Méthode de | Colonne Teneur dans Limite de Limite de
de I’échantillon dosage le lait détection quantification
Abad E. et al. (2002) Espagne ELL HRGC- DB-560m | 0,059-2,93 (77) - -
) 2,13-13,79 (126)
Pitarch E. et al. (2003) Espagne ELS (Soxhlet) GC-MS/MS - - 0,05-0,5 -
EPS (ng.mL'l)
GC-ECD
Llompart M et al. (2001) Espagne M-EPS GC-MS/MS- | CPSil-18 - 1 -
SIM HP-1 (ng.mL™)
GC-ECD
Ramos L. et al. (2000) Espagne ELL (éther de pétrole,| GC-MS/MS - 0,01-2,21 - -
éthanol) (ng_ g 1)
GC-ECD
Ramos L. et al. (1999) Espagne - GC-MS/MS - 77,9 (101) - -
(ng.g")
GC-ECD
Ramos L. et al. (1998) Espagne - GC-MS/MS - 0,01-1,46 0,01 -
(ng.g") (ng.g")
GC-ECD
Ramos L. et al. (1998) Espagne - GC-MS/MS - 0,19-5,09 (28) - -
0,83-7,15 (101)
GC-ECD 0,03-0,82 (170)
(ng.g")
Ramos L. et al. (1998) Espagne ELS (Soxhlet) HRGC-HRMS - 0,15-1,82 (77) - -

EPS

0,46-4,67 (101)
(ng.g")
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GC-ECD

Angulo R. et al. (1999) Espagne ELL GC-ECD - 0,105-8,869 (28) 0,9-4,0 2,0-7,0
0,043-2,733 (52) (ng.mL™) (ng.mL™)
(ng.mL'l)
Picd Y. et al. (1995) Espagne EPS - Cy; GC-ECD - 0,1-12,4 -
(ng.mL'l)
Santillo D. et al. (2003) Royaume Uni EPS GC-MS - 0,15 (non-ortho) - -
0,64 (mono-ortho)
(ng.g") (MG)
Thomas G.O. et al. (1997) Royaume Uni ELS (Soxhlet) GC-MS - 3,90+ 0,79 - 0,1-2,1
ELL (hexane) (ng. g'1 ) MG) (ng.mL'l)
Krokos et al. (1996) Royaume Uni ELL (DCM/cyclohexane, | HRGC-HRMS - 2-95 (ortho) 1-3 (ortho) -
toluéne/DCM et toluéne) 0,05-0,6 (non- 0,02-0,07 (non-
ortho) ortho)
(pg.g) (pgg")
Sewart A. et al. (1996) Royaume Uni ELS (Soxhlet) GC-MS - 3,4-16,4 - -
(hexane/acétone) GC-ECD (ng.g"') (MG)
Costera A. et al. (2006) France PSE ou ACE HRGC-HRMS | DB5-MS 2,22-3524,07 30 -
30m (ng.g"') (MG) fo.g!
Walkowiak J. et al. (2001) Allemagne ELL GC-ECD - 173-679 5,0 -
(ng.g") (MG) (ng.g™"
Schade G. et al. (1998) Allemagne ELL GC-ECD - 108-1810 - 5
(ng.g") (MG) (ng.g") (MG)
Ott M. Et al. (1999) Allemagne ELS (Soxhlet) GC-ECD - 21-2056 1,0 -
GC-MS (ngg)MG) | (ngg!) (MG)
Abraham K. Et al. (1998) Allemagne - - 2,8-272 - -
(ng.g")
Hippelein M. et al. (1996) Allemagne EPS GC-HRMS | HP Ultra 2 0,1-4,4 - -
(ng.g") (MG)
Soechitram S. D. et al. (2003) Pays-Bas ELL GC-HRMS - 3,1-27,9 - -
(Hongkong)
8,9-89,5
(hollandais)
(pg TEQ/g)
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Slob W. et al. (1995) Pays Bas EPS GC-HRMS - 5,06-7,77 (77) - -
41,5-57,54 (126)
13,8-17,83 (169)
(pg.g") MG)
Norén K. et al. (2000) Suede EPS GC-MS 324-1090 - -
GC-ECD (ng.g") (MG)
Glynn A.W. et al. (2001) Suede ELL (acétone/hexane) GC-MS - 0,016-0,107 (77) 0,015-0,06
4,6-64,1 (118) (ng.g") (MG)
33,a-186,0 (153)
(ng.g") (MG)
Grandjean P. et al. (1995) Suede ELL GC-ECD - 234-1380 (77) - -
19-85 (81)
86-219 (126)
251-520 (169)
(pg.g") MG)
Vaz R. et al. (1993) Suede ELL (hexane/acétone) GC-ECD 400-2400 - -
(ng.g") (MG)
Focant J.-F et al. (2005) Belgique ELL (éthanol, hexane etc.) | HRGC-HRMS | 5Sil-MS 29,2-392,7 3,9-48,9 -
EPS (C5) F-5MS (pgg") (pg.g")
HT-8
Focant J.-F. et al. (2002) Belgique EPS, HRGC-HRMS <2409 - -
ELS (Soxhlet) (pg.g)
Covaci A. et al. (2001) Belgique GC-MS-SIM 19,9 (Max.) 0,4 0,2
(ng.g") (pg.mL™) (ng.g") (MG)
Focant J.-F. et al. (2003) Belgique Extraction automatique GC-HRMS RTX-5 12,78-38,19 - 0,08-3,36
40m (pg.g") (MG) (pg.g ' mat.gras)
Jaraczewska K. et al. (2006) Pologne ELL (n-hexane/éthanol) GC-MS-SIM HT-8 133 - 0,5-4,0
25m (ng.g") (MG) (ng.g")
Szyrwinska K et al. (2007) Pologne ELL GC-ECD DB-5 35,0-485,9 0,002-0,06 0,05-1,7
HP1701 (ng.g"') (MG) (ng.mL™) (ng.g") (MG)
Czaja K. et al. (2001) Pologne - GC-ECD - 4,0-18,0 0,2-1,0
(ng.mL'l) (ng.mL'l)
Costopoulou D. et al (2006) Gréce ELL (oxalate, méthanol, GC-HRMS - 1,29-231,42 0,1-0,15 3,62-5,0
pétrole, etc.) (ng.g") (MG) (pg.gh) (pg.gh)
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Papadopoulos A. et al (2004) Gréece ELL GC-MS - 1,64-6,20 - 2,23-2,33
ELS (Soxhlet) (pgg") (MG) (pg-g”) (MG)
Yu Zhiwei et al. (2006) Slovaquie ELL (oxalate, méthanol, GC-ECD DB-5 310-1304 0,062-0,597
diéthyl-éther, etc.) GC-MS-SIM |  60m (ng.g') (MG) (ng.g")
Chovancova J. (2005) Slovaquie ELL GC-MS - 0,17-1,57 0,03-0,42 -
(pg.gh) (pg.gh)
Krauthacker B. et al. (1998) Croatie ELL GC - 20-1575 0,2-2 -
(ng.g") (MG) (ng.mL™)
Cerkvenik V. et al. (2000) Slovénie ELL GC-ECD - 2,0-80 0,02-2,0
_ (ng.g") (MG) (ng.g") (MG)
Erdogrul O. et al. (2004) Turquie ELL (ac.formique, n- GC-MS HT-8 0,21-1,92 0,02 -
hexane, DCM) GC-ECD (ng.g") (MG) (ng.g")
Polder A. et al. (1998) Norveége ELL GC-HRMS - 250,5-1270 0,01 -
(Russie) GC-ECD (ng.g"') (MG) (ng.gh)
Polder A. et al. (2003) Norveége ELL GC-HRMS - 458 0,004-0,051 -
GC-ECD (ng.g") (MG) (ng.g")
Kiviranta H. et al. (1999) Finlande ELL (diéthyl-éther/hexane) | HRGC-HRMS DB- 198-217 1-10 -
DIOXIN | (pg.g") (MG) (pg.g"
Vartiainen T et al. (1997) Finlande ELL GC-HRMS DB- 60,6-1620,0 10 -
DIOXIN | (ngTEQ.g™") (MG) (pg.g"
Bencko V. et al. (1998) République Tcheque - GC-MS 532-1069 1,0 -
GC-ECD (ng.g"') (MG) (ng.g")
Bencko V. et al. (2004) République Tcheéque ELL (hexane/acétone) GC-HRMS DB-5 2,89-115 (non-o.) - 0,01-0,5
5,26-127 (mono-o.) (ng.g")
(pg.g") (MG)
Schoula R. et al. (1996) République Tchéque EPS (Bio-Beads SX-3) GC-ECD - 936,7 - 5,0
_ (ng.g") (MG) (ng.g") (MG)
Sisak M. et al. (1995) République Tcheque ELL GC-ECD - 300 - -
(ng.g") (MG)
Sasamoto T. et al. (2006) Japon ELL HRGC-HRMS HT-8 6,6-11 0,03 -
50m (pg I-TEQ.g™) (pz.g")
Sudaryanto et al. (2006) Japon EPS (diatomites) GC-MS DB-1 21-33 - -
GC-ECD 30 (ng.g"') (MG)
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Guan P. et al. (2006) Japon ELL (éther éthylique, HRGC-HRMS - 9,24-12,02 0,03 -
éthanol, hexane etc.) (pg.g") (MG) (pg.g")
Uehara R. et al. (2006) Japon ELL (éther éthylique, GC-MS - 1,2-29,5 (Co) - -
éthanol, hexane etc.) 0,9-16,1 (mono-o.)
(pg I-TEQ.g™)
Takekuma M. et al. (2004) Japon - HRGC-HRMS - 35,8-274,12 (Co) 0,1 -
(pgg") (pgg")
Saito K. et al. (2005) Japon ELL GC-MS DB-17HT 0-25,5 (77) 1-3 -
GC-ECD DB-5 20,4-169,2 (126) (pg.g")
0-93,9 (169)
(pgg")
Tajimi M et al. (2005) Japon ELL GC-HRMS - 5,1-9.9 0,03 -
(pgg') (MG) (pgg")
Kunisue T. et al. (2004) Japon EPS (Bio-Beads SX-3) GC-HRMS - 3,7-5,2 (mono-o.) - 0,3-0,5
GC-ECD 0,031-0,047 (non-o.) (pg.g") (MG)
(ng.g") (MG)
Minh N.H. et al. (2004) Japon EPS (diatomites) GC-ECD DB-1 26-210 0,1-1 -
(Vietnam) 30m (ng.g") (MG) (ng.g")
Hashimoto S. et al. (1995) Japon ELL GC-MS-SIM - 2,8-38 - -
(ng kg
Matsuura N. et al. (2001) Japon ELL GC-MS - 13,1-29,5 - -
(TEQpg.g") (MG)
lida T. et al. (1999) Japon ELL GC-MS SP 2331 5,9-160 - -
(diéthyl-éther/éther de pétrole) (pg. g"1 ) (MG)
Yang Y.-H. et al. (2002) Corée du Sud ELL HRGC-HRMS - 8,848 (mono-o0.) - -
(ngg") (MG)
Yang J. et al. (2002) Corée du Sud ELL HRGC-HRMS - 2,39-10,86 - -
(TEQpg.g") (MG)
Chao H.-R. et al. (2004) Taiwan ELL HRGC-HRMS 1,73-8,80 (<29 ans) 0,1-10 -
3,26-9,40 (>29 ans) (pg.g")
(pgg") (MG)
Wang S.-L. et al. (2004) Taiwan - GC-HRMS 54,96 (non-o.) 0,2-150 -
10115 (mono-o.) (pg.g")

10170 (dioxin like)
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(pg.g") (MG)

Heck M.C. et al. (2007) Brésil ELL GC-ECD HP-5 <LQ -50,6 0,2-0,5 0,3-0,6
30m (ng.g") (MG) (ng.g") (ng.g")
Paumrartten F.J.R. et al. (2000) Brésil - GC-ECD - 3-37 1,0-10,0 -
(ng.g") (MG) (ng.g")
Braga A.M.C.B. et al. (2002) Brésil ELS (Soxhlet), ELL GC-MS DB-5MS 4,07-6,54 - 0,31
(Malisch R. 2000) (TEQ pg.g") (MG) (pg.g") (MG)
Newsome W. H. et al. (1996) Canada ELL GC-MS DB-5 10,8 - -
30m (ng.g") (MG)
Newsome W.H. et al. (1995) Canada EPS GC-ECD 4,19-6,78 0,04-5,12 -
ELL (ng.g") (MG) (ng.g")
Newsome W. H. et al. (1998) Canada EPS GC-MS - 238-247 - -
ELL GC-ECD (ng.g"' lipides)
Newsome W.H. et al. (1998) Canada EPS GC-MS DB-5 231 (lait en boite) 1-63 -
30m 112 (lait entier) (pg.g™h)
61 (lait écrémé)
(pg.g")
Dmitrovic J. et al. Canada ESP GC-MS DB-5 - - 0,1-10
30m (ng.mL'l)
Schecter A. et al. (1998) Etats-Unis ELL HRGC-HRMS - 63-258 6,1-15,8
(pgg') (MG) (pgg') (MG)
Schecter A. et al. (2002) Etats-Unis ELL HRGC-HRMS - 26,9-28.5 - 0,2-0,5
(Russie-Sibérie) (pg.g"') (MG) (pg.g") (MG)
Schecter A. Et al. (1998) Etats-Unis - HRGC-HRMS 18-42 - -
(pg.g"') (MG)
Greizerstein H. B. et al. (1999) Etats-Unis ELL (hexane) GC-ECD 239-428 3,5-14,1 -
(ng.g") (MG) (ng.g"
Kostyniak P. J. Et al. (1997) Etats-Unis EPS GC-ECD 46-622 0,001-0,193 -
(ng.g") (MG) (ng.g'lait)
She J. et al. (1998) Etats-Unis ELL (hexane) HRGC-HRMS DB-5 149-1330 - -
(Kazakhstan) 60m (ng.g") (MG)
Lutter C. Et al. (1998) Etats-Unis ELL HRGC-HRMS - 4,1-44.4 - -
(Kazakhstan) 410 (total)
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(ng.g") (MG)

Beckmen K.B. et al. (1999) Etats-Unis ELL HPLC 433,4+197,8 0,04
(ng.g") (MG) (ng.g")
Quinsey P.M. et al. (1995) Australie EPS GC-MS 1,0 (Max.) 0,004-0,1
(ng.gh) (ug.gh)
Chikuni O. et al. (1997) Zimbabwe ELL GC-ECD 60 -
(ng.g") (MG)
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Tableau 29 : Travaux réalisés sur les dioxines

Auteur (année) Pays Meéthode de traitement | Méthode de | Colonne Teneur dans Limite de Limite de
de I’échantillon dosage le lait détection quantification
Abad E. et al. (2002) Espagne ELL HRGC- DB-5 0,09-0,9 - -
60m g
ELS (Soxhlet) HRMS-SIM (pe &)
Ramos L. et al. (1999) Espagne ELL (éther de pétrole, GC-MS/MS - 340 (HxCDF) - -
éthanol) (pg - g'l)
GC-ECD
Ramos L. et al. (1998) Espagne ELS (Soxhlet) HRGC-HRMS - 32,6 (TCDF) - -
EPS 19,9 (HxCDF)
GC-ECD 34,0 (TCDD)
14,5 (HxCDD)
594 (OCDD)
(pg.g") MG)
Gonzalez et al. (1996) Espagne ELL (méthanol, HRGC-HRMS DB-5 380,9 (PCCDs)-P 0,4-1,0 -
(Paris, Madrid) chloroforme, hexane) 60m 103,2 (PCDFs)-P pg.g’
341,5 (PCDDs)-M
57,9 (PCDFs)-M
pg.g’
Santillo D. et al. (2003) Royaume Uni EPS GC-MS - 0,69 - -
(pg.g") (MG)
Malisch R. et al. (2000) Allemagne ELL GC-HRMS DB-5 4,16 - 0,1-0,2
(peTEQ.g") (MG) (pg.g") (MG)
Malisch R. (2000) Allemagne - GC-HRMS DB-5 1,96 (hollandais) - 0,07
DB-Dioxin | 4,16 (allemand) (pg.g") (MG)
SP2331 | (pgTEQ.g") (MG)
Abraham K. Et al. (1998) Allemagne - - 1,0-162,4 - -
(pg.g")
Hippelein M. et al. (1996) Allemagne EPS GC-HRMS | HP Ultra 2 0,05-2,8 - -
(pg.g") (MG)
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Slob W. et al. (1995) Pays Bas EPS GC-HRMS - 1,24-1,78 (2,3,7,8-D) - -
0,26-0,37 (2,3,7,8-F)
(pg.g") (MG)
Norén K. et al. (2000) Suéde EPS GC-MS 286-429 (PCDDs) - -
GC-ECD 28-37 (PCDFs)
(pz.g") (MG)
Glynn A.W. et al. (2001) Suede ELL (acétone/hexane) GC-MS - 0,28-1,81 (2,3,7,8-D) 0,1
33,9-316,5 (OCDD) | (pg.g”) (MG)
0,15-1,12 (2,3,7,8-F)
(pg.g") (MG)
Grandjean P. et al. (1995) Suéde ELL GC-ECD - 282,9-799,4 (PCDDs) - -
46,6-63,9 (PCDFs)
(pe.g") (MG)
Focant J.-F et al. (2005) Belgique ELL (éthanol, hexane etc.) | HRGC-HRMS | 5Sil-MS 6,1-108,5 0,1-2,0 -
EPS (C5) F-5MS (pgg") (pg.g")
HT-8
Focant J.-F. et al. (2002) Belgique EPS, HRGC-HRMS <6344 - -
ELS (Soxhlet) (pg.gh)
Focant J.-F. et al. (2003) Belgique Extraction automatique GC-HRMS RTX-5 1,26-7,22 (PCDDs) - 0,02-0,11
40m 0,35-2,84 (PCDFs) (pg.g’l) MG)
(pg.g") MG)
Costopoulou D. et al (2006) Greéce ELL (oxalate, méthanol, GC-HRMS - 1,86-6,82 - 2,74-3,78
pétrole, etc. (pg.g") (MG) (pe.g ")
Papadopoulos A. et al (2004) Gréce ELL GC-MS - 3,08-3,72 - 2,85-3,15
ELS (Soxhlet) (pg.g") (MG) (pg.g") (MG)
Chovancova J. (2005) Slovaquie ELL GC-MS - 1,31-1,56 0,04-0,43 -
(pz.g") (pz.g"
Polder A. et al. (1998) Norveége ELL GC-HRMS - 105,99-274,16 0,003-0,015 -
(Russie) GC-ECD (ng.g") (MG) (pg.g")
Kiviranta H. et al. (1999) Finlande ELL (di¢hyl-éther/hexane) | HRGC-HRMS DB- 296-381 0,1-1,0 -
DIOXIN | (pg.g') (MG) (pe.g ")
Vartiainen T et al. (1997) Finlande ELL GC-HRMS DB- 3,86-96,3 0,3-1,0 -
DIOXIN | (pgTEQ.g") (MG) (pz.g")
Bencko V. et al. (1998) République Tchéque - GC-MS 12,1-18 4 100,0 -
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GC-ECD (peTEQ.g") (MG) (pg.g")
Bencko V. et al. (2004) République Tchéque ELL (hexane/acétone) GC-HRMS DB-5 2,46-16,4 (PCDDs) - 0,2
3,6-72,3 (PCDFs) (pg.g!)
(pg.g") (MG)
Sasamoto T. et al. (2006) Japon ELL HRGC-HRMS | BPX-DXN | 5,4-8,5 (PCDDs) 0,01-0,1 -
SP-2331 4,0-5,5 (PCDFs) (pg.g™h)
(pg I-TEQ.g™)
Guan P. et al. (2006) Japon ELL (diéthyl-éther, éthanol, | HRGC-HRMS - 8,1-9,63 (PCDDs) 0,01-0,1 -
hexane etc.) 5,68-6,3 (PCDFs) (pe.g™h
(pg.g") (MG)
Uehara R. et al. (2006) Japon ELL (diéthyl-éther, éthanol, GC-MS - 3,7-56,0 - -
hexane etc.) (pg I-TEQ.g™")
Takekuma M. et al. (2004) Japon - HRGC-HRMS - 36,1-469,8 (PCDDs) 0,02-0,05 -
8,88-84,98 (PCDFs) (pg.g™h
(pg.gh)
Saito K. et al. (2005) Japon ELL GC-MS DB-17HT | <3,8 (2,3,7,8-Ds) 0,6-3,0 -
GC-ECD DB-5 | 27,1-266,1 (OCDD) (pg.g")
(pg.g")
Kunisue T. et al. (2004) Japon EPS (Bio-Beads SX-3) GC-HRMS - 3,5-20 (PCDDs) - 0,3-0,5
GC-ECD 0,84-6,0 (PCDFs) (pg.g") (MG)
(pg.g") (MG)
Hashimoto S. et al. (1995) Japon ELL GC-MS-SIM - 21-51 (PCDDs) - -
9,4-22 (PCDFs)
(pg.g") (MG)
lida T. et al. (1999) Japon ELL GC-MS SP 2331 7,7-190 (PCDDs) - -
(diéthyl-éther/éther de pétrole) 1,0-26,0 (PCDFs)
(pgg') (MG)
Yang Y.-H. et al. (2002) Corée du Sud ELL HRGC-HRMS - 94,73-648,16 - -
(pgg') (MG)
Yang J. et al. (2002) Corée du Sud ELL HRGC-HRMS - 2,01-10,51 (PCDDs) - -
1,74-48,3 (PCDFs)
(TEQpg.g") (MG)
Chao H.-R. et al. (2004) Taiwan ELL HRGC-HRMS 50,4-361 (<29 ans) 0,1-10 -
76,1-439 (>29 ans) (pg.gh)
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(pg-g") (MG)

Wang S.-L. et al. (2004) Taiwan - GC-HRMS 140,22 (PCDDs) 0,1-20 -
17,871(PCDFs) (pg.g") (MG)
(pg.g_ ) (MG)
Newsome W. H. et al. (1998) Canada EPS GC-MS 16,1-44,2 (HxCDDs) - -
ELL GC-ECD 2,7-10,4 (HxCDFs)
(pgg") (MG)
Ryan J.J. et al. (1993) Canada ELL (acétone/ hexane) 4,0-311 (PCDDs) 0,1
2,9-14,0 (HxCDFs) (pg-gh)
(pgg') (MG)
Dwernychuk L.W. et al. (2002) Canada ELL (Hexane/DCM) HRGC-HRMS 14,7-107,3 0,2-1,3
(Vietnam) ELS (Soxhlet) (TEQ pg.g") (MG) (pg.g")
Schecter A. et al. (1998) Etats-Unis ELL HRGC-HRMS 104-330 0,1-0,59
(pg.g"') (MG) (pg.g') (MG)
Schecter A. et al. (2002) Etats-Unis ELL HRGC-HRMS 26,9-28.5 - 0,2-0,5
(Russie-Sibérie) (pgTEQ.g" ) (MG) (pg.g") (MG)
Schecter A. Et al. (1998) Etats-Unis - HRGC-HRMS 145-197 (PCDDs) - -
14-24 (PCDFs)
(pg.g") (MG)
Lutter C. Et al. (1998) Etats-Unis ELL HRGC-HRMS 1,2-118,2 - -
(Kazakhstan) (pg.g") (MG)

102




3.2.2. Discussion et conclusions

Dioxines et PCBs sont des composés qui s’accumulent dans la matiére grasse du lait
et des produits laitiers a des concentrations qui vont de 1’ordre du nanogramme au
picogramme ; il convient donc de porter une attention toute particuliere a 1’extraction et a
la purification. Aprés une extraction de la matiére grasse dans un solvant ou un mélange de
solvants — on peut utiliser dans ce but une extraction liquide-liquide, une extraction en
phase solide, une extraction au moyen d’un systéme a micro-ondes, une extraction au
moyen d’un Soxhlet, une extraction par un solvant sous pression a chaud — on proceéde a
une purification des extraits par chromatographie d’absorption sur une colonne de charbon
actif, de gel de silice actif ou de florisil actif, puis la fraction PCDD/PCDF et PCBs est
purifiée sur une colonne d’alumine et déshydratée par H,SO4 ou Na;SO4. Les dosages sont
ensuite effectués par chromatographie en phase gazeuse a haute résolution couplée a la
spectrométrie de masse a haute résolution (HRGC-HRMS) ou par chromatographie en
phase gazeuse couplée a un détecteur a capture d’¢lectrons (GC-ECD), avec une colonne
capillaire. La quantification des dioxines s’effectue au moyen d’ajouts dosés. La méthode
est validée en utilisant deux étalons internes marqués au Bc.

Pour faire une synthése des résultats publiés sur les dioxines et PCBs, on considérera
plus particuliérement les teneurs trouvées, les limites de détection et quantification :

- Les teneurs en dioxines et PCBs sont données dans les tableaux 28 et 29

- Les limites de détection et de quantification des dioxines et PCBs sont données

dans le tableau suivant :

Tableau 30 : Meilleures limites de détection et quantification obtenues pour les

dioxines et PCBs
Par GC-MS Par GC-ECD Par GC-HRMS
(GC-LRMS) (HRGC-HRMS)
-1 -1 -1
(ng.g") (pg-g) (pg-g)
Dioxines 0,001 0,6-3,0 0,01-1,0

(Grynn A.W.2001) (Saito K. 2005) (Sasamoto T. 2006,
Guan P. 2006)

PCBs 0,015-0,06 1-3 0,01-1,0
(Grynn A.W.2001) (Saito K. 2005) (Sasamoto T. 2006,
Guan P. 2006)
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3.3. DETERMINATION DES DIOXINES ET PCBs PAR GC- MS

Nous présenterons dans cette partie les choix que nous avons faits pour réaliser

cette étude : les produits et réactifs utilisés, les méthodes utilisées pour le traitement des

¢chantillons de lait et les méthodes mises en ceuvre pour I’analyse proprement dité.

3.3.1. Produits et réactifs

3.3.1.1. Solvants

Les solvants utilisés pour la préparation des différentes solutions sont donnés dans

le Tableau 31.

Tableau 31 : Liste des solvants utilisés avec leur degré de pureté.

Solvants Qualité Pureté (%) Fournisseurs
Méthanol Pour HPLC >99,90 Carlo Erba
Ethanol Pour HPLC >99,90 Merck
Cyclohexane Pour GC 99,99 Merck
n-Hexane Pour GC 99,99 Merck
Isooctane Pour anal. pesticides 99,5 SDS
Toluéne Pour GC 99,97 Merck
Dichlorométhane Pour GC 99,99 Merck

3.3.1.2. Standards et réactifs

En ce qui concerne les réactifs utilisés, nous disposons d’un mélange standard de 6
PCBs a IOug.mL'1 dans I’isooctane (PCB-28, PCB-52, PCB-101, PCB-138, PCB-153,
PCB-180) et de solutions standards individuelles des mémes PCBs, également dans
I’isooctane 4 10 pg.mL™". Pour les dioxines, nous avons utilisé un mélange BCR614S5,
préparé par Fluka. Nous avons également utilis¢ du chlorure de sodium (NaCl), de
I’hydroxyde de potassium (KOH), de 1’alumine (Al,O3), du sulfate de sodium (Na,SO4)
anhydre, de I’acide sulfurique (H,SOj4) et de la pierre ponce. Les caractéristiques de tous
ces produits et réactifs sont consignées dans le Tableau 32.

A partir des solutions standards & 10 pg.mL" en PCBs, nous avons préparé des
solutions meres a 1 ug.rnL'1 en diluant 2 mL de la solution standard dans 20mL d’un
solvant appropri¢ (iso-octane, n-hexane, toluéne). A partir de ces solutions meres, des

solutions étalons de chaque PCB, d’une part, et des 6 PCBs, d’autre part, ont été ensuite

104



préparées avec des concentrations allant de 0,01 4 100 ng.mL™". Toutes ces solutions sont

préparées et stockées dans des flacons ambrés afin de préserver les PCBs de la lumicre,

puis conservées a 1’abri de la lumicre a une température de 4°C (réfrigérateur) pendant six

semaines environ.

Tableau 32 : Caractéristiques des produits et réactifs utilisés.

Produits et réactifs Conditionnement | Concentration | Pureté | Fournisseur
(%)
PCB-28 Isooctane 10 pg.mL™’ - Reedel-de-
(2,4,4-TCB) Haén
PCB-52 Isooctane 10 pg.mL™’ - Reedel-de-
(2,2°,5,5-TeCB) Haén
PCB-101 Isooctane 10 pg.mL’ - Reedel-de-
(2,2°,4,5,5-PCB) Haén
PCB-138 Isooctane 10 pg.mL™’ - Reedel-de-
(2,2°,3,4,4°,5-HeCB) Haén
PCB-153 Isooctane 10 pg.mL’ - Reedel-de-
(2,2°,4,4°,5,5-HeCB) Haén
PCB-180 Isooctane 10 pg.mL" - Reedel-de-
(2,2°,3,4,4°,5,5’-HpCB) Haén
PCBs Isooctane 10 pg.mL" - Reedel-de-
(28,52,101,138,153,180) Haén
Dioxines (BCR 614S5) - 78,5-802 94,6- Fluka
ng L 99,8
Chlorure de sodium Solide - 99,99 Merck
(NaCl)
Alumine (Al,O3) Solide - - Merck
Sulfate de sodium Solide - 99,0 Merck
anhydre (apres
deéshydratation a 400°C
pendant 4 heures, le
produit est conservé dans
son flacon d’origine)
Acide sulfurique Liquide - 96,0 Prolabo
Pierre ponce Solide - - Merck
KOH Solide - - Prolabo
Silice greffée C18 Cartouche - - Supelco
(ENVI-18,2,0 g, 12 mL)
Silice (LC-Si, 1 g, 6 mL) Cartouche - - Supelco
Alumine (LC-Alumina-N Cartouche - - Supelco
SPE Tube, 2 g, 6 mL)

Signalons enfin que I’eau déminéralisée utilisée pour cette ¢tude

moyen d’un systéme milli-Q de Millipore.

est produite au



3.3.2 Traitement des échantillons

3.3.2.1 Extraction liquide-liquide

En général, I’extraction est précédée d’une préparation adaptée a la matrice qui
constitue 1’échantillon. Les solvants les plus souvent utilisés sont I’hexane ou un mélange
d’hexane-dichlorométhane, d’hexane-acétone, d’hexane-méthanol, d’hexane-éthanol, etc.,
pour extraire quantitativement a la fois PCDD/Fs, PCBs et lipides des denrées alimentaires.
Le choix du solvant utilisé pour I’extraction est important et doit étre validé.

Nous avons mis en ceuvre deux techniques d’extraction liquide-liquide pour
séparer les différentes fractions du lait : I’une utilise un centrifugeur et I’autre un papier
filtre sans cendres (ce papier est lavé 5 fois par une solution d’acide nitrique a 1%, de
facon a ¢liminer toute trace de Cd ou Pb dans la solution d’¢lution, puis séché et conservé
dans un sac en polyéthyléne sans contamination). Avant d’effectuer I’extraction, on
prépare une solution de NaCl a 0,9% dans de I’eau milli-Q, de I’éthanol, du
dichlorométhane et I’on doit veiller a ce que les ampoules a décanter ou les tubes en
polypropyléne de 250 mL qui vont étre utilisés soient extrémement propres.

Ces deux techniques sont décrites dans le tableau 33.

Tableau 33 : Techniques d’extraction liquide-liquide

Technique avec centrifugeur Technique avec papier filtre sans cendres

- Verser 25 mL de lait, 25 mL de NaCl
0,9%, 50 mL d’éthanol, 100 mL de
dichlorométhane dans un tube PP 250 mL.
- Agiter vigoureusement en effectuant un
mouvement ascendant/descendant pendant
quelques minutes (5 min)

- Centrifuger 4 tubes ainsi préparés a 25°C
et a 3500 tours par minute pendant 15
minutes.

- Transvaser les phases liquides dans une
ampoule a décanter de 1000 mL pour
séparer en 2 phases liquides, d’une part,
une phase lipides/dichlorométhane, d’autre
part, une phase sérum/eau/NaCl. (figure
10)

- Conserver la phase solide pour doser les
métaux (Pb et Cd) et la phase lipidique

- Verser 25 mL de lait, 25 mL de NaCl
0,9%, 50 mL d’éthanol, 100 mL de
dichlorométhane dans un tube PP 250 mL.

- Agiter vigoureusement en effectuant un

mouvement ascendant/descendant pendant

quelques minutes (5 min)

- Verser 4 tubes ainsi préparés dans une
ampoule a décanter de 1000 mL pour
séparer en 3 phases (figure 10) : la phase
protéique solide et les 2 phases liquides,
d’une part, lipides/dichlorométhane, d’autre
part, une phase sérum/eau/NaCl.. On laisse
décanter toute une nuit, si besoin.

- Filtrer sur du papier filtre sans cendres
pour séparer la phase protéique. Les 2
phases liquides sont placées de nouveau
dans D’ampoule a décanter pour étre
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pour doser les dioxines et PCBs. séparées a leur tour.

- Conserver la phase solide pour doser les
métaux (Pb et Cd) et la phase lipidique
pour doser les dioxines et PCBs.

Ethanol / NaCl/eau

Protéines

Lipides/dichlorométhane

Figure 10 : Séparation des différentes phases du lait

Apres avoir été séparée, la phase lipidique est purifiée et déshydratée en vue d’une

détermination des molécules organiques (BUI X.T. et al. 2007)
3.3.2.2 Séparation, déshydratation et purification de I’échantillon

A ce stade de I’analyse, les PCDD/Fs et PCBs sont en solution dans le solvant organique
en méme temps que la matiere grasse. La purification doit permettre de I’éliminer ainsi que
d’autres contaminants susceptibles d’interférer avec la mesure des PCDD/Fs et PCBs.
Dans ce but, la chromatographie d’adsorption solide-liquide basée sur 1’utilisation de
réactifs comme la silice (acide, basique, neutre), I’alumine, le florisil ou le charbon actif est
largement utilisée et largement décrite dans la littérature. Puis les extraits sont déshydratés
par H,SO4 ou Na,SO4 et purifiés. Cette méthode de purification sélective permet de
collecter des fractions contenant les PCDD/Fs et PCBs, en les séparant des autres fractions.
En faisant la synthése de différentes méthodes de séparation, purification et déshydratation
de I’échantillon établies par Ryan J.J et al. (1993), Pico Y. et al. (1995), Thomas G.O. et al.
(1997), Newsome W. H. et al. (1998), She J. et al. (1998), Pirard C. et al. (2002), Saito K.
et al. (2005), Sasamoto T. et al. (2006), etc., on a abouti a la méthode que nous allons

exposer et qui se décompose comme suit :
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- séparer les molécules organiques par une extraction en phase solide ;
- purifier et déshydrater la phase organique par H,SO4 et Na;SOy;

- passer 1’échantillon sur une colonne de gel de silice actif, d’alumine et florisil.
3.3.2.2.1 Extraction ou purification sur une phase solide

Le systéme utilisé¢ pour I’extraction en phase solide (SPE) est un systéme manuel VisiPrep
(Supelco). Plusieurs types de cartouches ont été essayés selon les besoins. Lorsque la SPE
est mise en oeuvre comme technique d’extraction, on choisit des supports hydrophobes,
par exemple des supports de silice greffée C18 (ENVI-18, 2,0 g, 12 mL). Lorsque la SPE
est utilisée comme technique de purification d’extraits, on essaie un support polaire de
silice vierge (LC-Si, 1 g, 6 mL).

La cartouche, quelle que soit sa nature, doit étre préalablement conditionnée afin
d’activer le support. Ceci est réalis¢é par percolation d’un ou de plusieurs solvants.
Toutefois, les solvants utilisés pour le conditionnement de la cartouche puis pour I’¢lution
des solutés dépendent de la nature de la phase solide. Avant cette percolation, on laisse la
phase solide s’imprégner pendant 5 minutes environ du ou des solvants choisis. Apres
percolation, on laisse une couche de solvant ayant 1 mm d’épaisseur au-dessus de la phase
solide afin d’éviter son séchage. Ayant réalisé cette étape de conditionnement, on introduit
goutte a goutte (débit ~ 1 mL.min™) la totalité de I’échantillon dans la cartouche. On verse
ensuite un solvant d’¢élution adéquat, de facon a ce qu’il reste en contact avec la phase
solide pendant 5 minutes. On ¢€lue les solutés retenus sur la phase solide avec un débit de
0,5 mL.min" jusqu’a la derniére goutte. On reprend éventuellement cette étape d’élution

plusieurs fois pour obtenir un meilleur taux de recouvrement.
3.3.2.2.2 Etude de ’extraction en phase solide sur un support de silice greffée C18

Pour activer la silice, les cartouches ont été conditionnées avec du méthanol (5 mL). Nous

avons préparé par ailleurs des solutions a des concentrations comprises entre 5,0 et 50,0

ng.mL'1 pour les PCBs ; allant de 0,78 a 8,02 et de 7,85 a 80,2 ng.rnL'1 pour les dioxines.

On opére comme suit :

- Dans chaque ampoule a décanter de 1000 mL, on introduit 100 mL de NaCl 0,9%,
200 mL d’éthanol et 400 mL dichlorométhane, puis on ajoute 1 mL de solution des
PCBs a 5,0 ou 50,0 ng.rnL'1 des PCBs; et des dioxines de 0,78 a 8,02 ou de 7,85 a 80,2
ng.mL'1

- On agite vigoureusement pendant 4 a 5 minutes, puis on laisse décanter, au besoin 2

heures, pour séparer les deux phases liquides.
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- On récupere la phase dichlorométhane, qui se trouve au bas de I’ampoule et contient
les dioxines et les PCBs ; on la lave par de 1’eau milli-Q (3 x 50 mL).

- Puis on évapore le dichlorométhane au moyen d’un évaporateur rotatif jusqu’a environ
50 mL ; on ajoute alors 10,0 mL d’acide sulfurique pour éliminer de cette phase les
composés saponifiables et 5,0 g de sulfate de sodium anhydre (Na,SO4) pour la
déshydrater.

- On évapore de nouveau I’extrait a I’évaporateur rotatif jusqu’a obtenir environ 5 mL.

- DL’extrait ainsi concentré est ensuite soumis a une séparation sur des cartouches de
silice greffée C18 (ENVI-18, 2,0 g, 12 mL). On rince le ballon qui a contenu
I’échantillon par 2 x 2 mL de dichlorométhane et ’on passe cette solution sur la
cartouche.

Nous avons choisi ensuite un mélange de dichlorométhane/hexane (1:1) et du toluéne

pour I’élution des PCBs, dioxines et co-PCBs (dioxin-like). On opére comme suit: la 17

fraction d’¢lution correspond a 2 x 10 mL d’un mélange dichlorométhane /hexane (1:1),

ainsi que les 2°™ et 3™ fractions ; les 4°™, 5™ et 6°™ fractions d’élution correspondent

toutes les trois a 2 x 10 mL de toluéne. Les extraits ainsi obtenus sont évaporés jusqu’a 2

mL, puis rassemblés dans un méme flacon avant d’étre évaporés a sec. On reprend le

résidu avec 2 mL d’isooctane, puis on évapore sous azote jusqu’a 500uL avant I’analyse.

Les taux de récupération obtenus sont donnés dans les tableaux 34 et 35 et sur les

figures 11 et 12.
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Tableau 34 : Taux de récupération moyens obtenus par SPE pour les PCBs

Concentr. PCB-28 PCB-52 PCB-101 | PCB-138 | PCB-153 | PCB-180
(ng.mL'l) M ([RSD| M ([RSD| M [RSD| M |[RSD| M [RSD| M |RSD
% % % % % % % % % % % %
Fraction 1
5,0 683 | 52 |678| 56 |647| 43 | 681 | 46 |584| 42 |61,3| 3,9
50,0 66,2 | 57 |651| 3,7 63,2 39 [663| 52 |568| 2,8 [599| 43
Fraction 2
5,0 179 | 11,6 | 16,6 | 13,8 (16,1 | 102 174 | 86 |142 | 87 |13,9| 7.8
50,0 156 | 12,8 | 154 | 12,3 {153 | 9.6 |16,1 | 10,8 | 12,6 | 143 | 13,5 | 9,2
Fraction 3
5,0 27 | 203 | 2,6 | 10,1 | 2,8 | 15,6 | 3,6 7,2 4,1 | 152 | 3,8 3,8
50,0 23 | 226 | 1,9 8,6 | 2,1 87 | 28 | 10,6 | 3,9 | 11,7 | 2,9 | 10,2
Fraction 4
5,0 Nd - nd - nd - nd - nd - nd -
50,0 Nd - nd - nd - nd - nd - nd -
Fraction 5
5,0 Nd - nd - nd - nd - nd - nd -
50,0 Nd - nd - nd - nd - nd - nd -
Fraction 6
5,0 Nd - nd - nd - nd - nd - nd -
50,0 Nd - nd - nd - nd - nd - nd -
Total (Fractions 1 +2+3+4+5+6)
5,0 86,2 | 32 |87,0| 46 |836| 7,2 |89, | 3,6 |[76,7| 6,6 |79,0| 4,8
50,0 84,1 | 43 | 824 | 52 |80,6| 68 (852 32 |733| 57 |763| 4,2
1001
90
801
701
60-
O C~5,0ng.mL-1)
1 W C-50,0 (ng.mL-1)
40-
301
201
101
0

PCB-28  PCB-52 PCB-101 PCB-138 PCB-153  PCB-180

Figure 11 : Taux de récupération moyens obtenus par SPE pour les PCBs
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Tableau 35 : Taux de récupération moyens obtenus par SPE pour les dioxines

Concentration 2,3,7,8-T,CDD 1,2,3,6,7,8-HCDD 2,3,7,8-T,CDF
(ng.mL™) M RSD M RSD M RSD
% % % % % %
Fraction 1
0,78 — 8,02 nd - nd - nd nd
7,85 —80,2 nd - nd - nd nd
Fraction 2
0,78 — 8,02 nd - nd - nd nd
7,85 —80,2 nd - nd - nd nd
Fraction 3
0,78 — 8,02 nd - nd - nd nd
7,85 —80,2 nd - nd - nd nd
Fraction 4
0,78 — 8,02 65,6 4,8 62,3 5,1 65,3 3,9
7,85 — 80,2 63,3 5,3 59,1 6,7 62,1 6,3
Fraction 5
0,78 — 8,02 19,2 10,2 18,2 9,3 18,9 9,2
7,85 — 80,2 16,8 8,6 17,1 11,7 16,3 7,8
Fraction 6
0,78 — 8,02 nd - nd - nd -
7,85 - 80,2 2,1 12,7 1,9 10,8 2,4 13,6
Total (Fractions 1 +2 +3+4+5+6)
0,78 — 8,02 84,8 3,6 80,5 2,9 83,2 4,3
7,85 — 80,2 82,2 4,2 78,1 4,8 81,8 2,7
I C~0,78-8,02 (ng.mL-1)

2,3,7,8-TCDD

1,2,3,6,7,8-HCDD

2,3,7,8-TCDF

B C~7,85-80,2 (ng.mL-1)

Figure 12 : Taux de récupération moyens obtenus par SPE pour les dioxines
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3.3.2.2.3. Purification par SPE sur silice (LC-Si, 1 g, 6 mL).

Les cartouches de silice sont conditionnées avec 5 mL de méthanol puis 5 mL d’un
mélange dichlorométhane/hexane (1:1). Apres extraction liquide-liquide, purification par
H,SOy4, déshydratation par Na,SO,, évaporation et concentration a 5 mL, on effectue une
purification de I’extrait ainsi concentré sur cartouche de silice. On fait I’¢lution des PCBs
par 2 x 10 mL de dichlorométhane/hexane (1:1) (fraction 1), puis 2 x 10 mL de
dichlorométhane/hexane (1 :1) (fraction 2), et enfin 2 x 10 mL de dichlorométhane/hexane
(1:1) (fraction 3). On évapore a sec les fractions recueillies sous azote. On reprend le
résidu par 2 mL d’iso-octane, puis on évapore sous azote jusqu’a S00uL avant I’analyse.
Les taux de récupération obtenus sont donnés dans le tableau 36 et la figure 13.

Pour les dioxines, les cartouches de silice sont conditionnées avec 5 mL de méthanol
puis 5 mL de toluéne. L’extrait concentré est ensuite soumis a une purification sur la
cartouche de silice. On fait 1’¢lution des dioxines en 3 fractions successives de 2 x 10 mL
de toluéne. On évapore a sec sous azote les fractions recueillies. On reprend le résidu avec
2 mL d’iso-octane, puis on évapore jusqu’a 500 uL en vue de I’analyse. Les taux de

récupération obtenus sont donnés dans le tableau 37 et sur la figure 14.

Tableau 36 : Taux de récupération moyens obtenus par SPE (LC-Si) pour les PCBs

Concentration | PCB-28 PCB-52 PCB-101 PCB-138 PCB-153 PCB-180
M |[RSD| M [RSD| M |[RSD| M |RSD| M |RSD| M | RSD
(megmlD o o | o | | % | % | % | % | % | % | % | %
Fraction 1
5,0 68,1 | 53 [67,3| 48 | 658 | 57 |663| 42 |648| 49 |62,7| 59
50,0 66,3 49 639 6,1 [63,1| 39 |639| 51 |621| 3,6 |60,2| 63
Fraction 2
5,0 14,6 | 10,2 | 15,1 | 11,6 | 14,9 | 16,0 | 13,9 | 10,6 | 14,9 | 15,2 | 12,4 | 12,7
50,0 13,1 | 13,0 (13,8 | 10,9 [ 11,7 | 13,2 | 11,2 | 9,3 | 12,8 | 11,6 | 10,6 | 13,2
Fraction 3
5,0 nd - nd - nd - nd - nd - nd -
50,0 1,7 | 20,6 | 2,1 | 189 | 24 | 128 | 1,8 | 9,8 | 2,3 | 19,1 | 2,6 | 21,6
Total (Fractions 1 + 2 + 3)
5,0 82,7| 56 |84 | 42 |80,7| 63 |80,2| 53 |797| 6,8 |751| 59
50,0 81,1 | 43 [ 798| 59 |77,2| 56 |769| 39 |77,2| 51 |734| 63
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100 +

PCB-28 PCB-52 PCB-101 PCB-138 PCB-153 PCB-180

O C~5,0(ngmL-1)
B C~50,0 (ng.mL-1)

Figure 13 : Taux de récupération moyens obtenus par SPE (LC-Si) pour les
PCBs

Tableau 37 : Taux de récupération moyens obtenus par SPE (LC-Si) pour les dioxines

Concentration 2,3,7,8-T4CDD 1,2,3,6,7,8-HCDD 2,3,7,8-T4CDF
M RSD M RSD M RSD
(ngmL) % % % % % %
Fraction 1
0,78 — 8,02 64,2 5,6 62,2 4,9 65,2 3,9
7,85 — 80,2 61,0 6,3 60,1 3,6 61,9 4,3
Fraction 2
0,78 — 8,02 14,9 8,9 15,3 7,2 15,3 9,7
7,85 — 80,2 11,2 10,2 12,4 9,8 13,1 11,2
Fraction 3
0,78 — 8,02 nd - nd - nd -
7,85 — 80,2 2,3 19,8 1,9 20,6 2,1 16,3
Total (Fractions 1 + 2 + 3)
0,78 — 8,02 79,1 5,1 77,5 6,3 80,5 4,9
7,85 — 80,2 74,5 4,6 74,4 4,8 77,1 6,2
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100 +

@C~0,78-8,02 (ng.mL-1)
mC~7,85-80,2 (ng.mL-1)

2,3,7,8-TCDD  1,2,3,6,7,8-HCDD  2,3,7,8-TCDF

Figure 14 : Taux de récupération moyens obtenus par SPE (LC-Si) pour les

dioxines
3.3.2.2.4. Purification sur cartouches d’alumine (LC-Alumina-N SPE Tube, 2 g, 6 mL)

L’alumine neutre reste tres efficace pour purifier des composés a fonctions polaires
non ionisables.Les cartouches d’alumine sont lavées avec 5 mL d’un mélange
dichlorométhane/hexane (1:1). L’extrait concentré a 5 mL est purifié sur une cartouche
d’alumine. On fait I’élution des PCBs avec 2 x 10 mL de dichlorométhane/hexane (1:1)
(fraction 1), les fractions 2 et 3 étant ensuite successivement obtenues de fagon identique a
la premiére. On évapore a sec sous azote les fractions recueillies. On reprend le résidu avec
2 mL iso-octane, puis on évapore sous azote jusqu’a 500 uL avant I’analyse. Les taux de
récupération obtenus sont donnés dans le tableau 38 et la figure 15.

Par ailleurs, on a utilisé le toluéne pour laver les cartouches d’alumine et €luer
ensuite les dioxines. L extrait concentré est alors soumis a une purification sur la cartouche
d’alumine. On réalise 1’¢lution des dioxines en 3 fractions successives (fractions 1,2 et 3)
de 2 x 10 mL de toluéne. On évapore a sec les fractions recueillies sous azote. On reprend
le résidu par 2 mL d’isooctane, puis on évapore jusqu’a 500 uL en vue de réaliser
I’analyse. Les taux de récupération obtenus sont donnés dans le tableau 39 et sur la figure

16
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Tableau 38 : Taux de récupération moyens obtenus par SPE (LC-Alumina) pour les

PCBs
Concentration | PCB-28 PCB-52 PCB-101 PCB-138 PCB-153 PCB-180
(ng.mL'l) M [RSD| M |[RSD| M |[RSD| M |RSD| M [RSD| M |RSD
% % % % % % % % % % % %
Fraction 1
5,0 689 | 58 [693| 63 [662]| 53 |67,6| 6,1 |61,1| 51 |623| 54
50,0 65,7 | 46 671 | 52 [63,7| 48 |639| 39 |578| 3,6 |598| 63
Fraction 2
5,0 15,2 12,3 | 142 | 114 (16,1 | 9,8 | 153 | 6,7 | 17,6 | 84 | 18,1 | 13,7
50,0 13,8 9,7 | 12,2 | 13,6 | 13,4 | 11,7 {13,9| 103 143 | 9,6 |159 | 10,2
Fraction 3
5,0 nd - nd - nd - nd - nd - nd -
50,0 24 | 19,8 |21 | 203 |26 | 136 | 1,8 | 156 | 2,3 | 23,6 | 1,7 | 21,3
Total (Fractions 1 + 2 + 3)
5,0 84,1 | 46 |835| 53 |8,3| 46 |8,9| 51 |787| 41 |804| 438
50,0 81,1 | 39 (814 48 |[79,7| 3,8 |79,6| 3,6 |744| 53 |774| 59
100+
80
60
O C~5,0(ngmL-1)
B C~50,0 (ngmL-1
40 (ng.mL-1)
20
0,

PCB-28 PCB-52 PCB-101 PCB-138 PCB-153 PCB-180

Figure 15 : Taux de récupération moyens obtenus par SPE (LC-Alumina) pour

les PCBs
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Tableau 39 : Taux de récupération moyens obtenus par SPE (LC-Alumina-N) pour

les dioxines

Concentration 2,3,7,8-T4CDD 1,2,3,6,7,8-HCDD 2,3,7,8-T4CDF
(ng.mL™) M RSD M RSD M RSD
% % % % % %
Fraction 1
0,78 — 8,02 66,2 5,1 61,8 6,3 69,7 3.9
7,85 — 80,2 62,9 4.8 59,6 4,7 65,4 5,6
Fraction 2
0,78 — 8,02 15,6 10,9 17,2 11,6 14,1 8,7
7,85 — 80,2 12,1 9,8 14,3 7,9 12,9 10,2
Fraction 3
0,78 — 8,02 nd - nd - nd -
7,85 — 80,2 2,3 18,7 2,6 20,3 2,1 16,3
Total (Fractions 1 + 2 + 3)
0,78 — 8,02 81,8 4,8 79,0 5,7 83,8 3,6
7,85 — 80,2 77,3 4,2 76,5 3,9 80,4 4.9
100 +

@ C~0,78-8,02 (ng.mL-1)
mC~7,85-80,2 (ng.mL-1)

2,3,7,8-TCDD  1,2,3,6,7,8-HCDD  2,3,7,8-T CDF

Figure 16 : Taux de récupération moyens obtenus par SPE (LC-Alumina-N)

pour les dioxines
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3.3.2.3. Taux de récupération des PCBs et dioxines aprés traitement des échantillons

Apres avoir déterminé, comme vu précédemment, les taux de récupération correspondant a
chacune des étapes du traitement, on a voulu déterminer globalement les taux de
récupération qui résultent du processus complet de traitement des échantillons avant le
dosage par GC-MS. A cette fin, nous avons préparé des solutions a 5,0 et 50 ng.mL™" pour
les PCBs ; de 0,78 a 8,02 et de 7,85 80,2 ng.mL'1 pour les dioxines, qu’on a introduit dans
500mL de I’échantillon de départ pour mesurer les différents taux de recouvrement.

On opcre ensuite de fagon identique a ce qui a été décrit au § 3.3.2.2.2 et ce jusqu’au

passage de I’extrait concentré sur les cartouches de silice greffée C18 (ENVI-18, 2,0 g, 12

mL). Puis, comme précédemment, on rince le ballon qui a contenu 1’échantillon par 2 x 2

mL de dichlorométhane et I’on passe cette solution sur la cartouche.

- On utilise alors un mélange de dichlorométhane/hexane (1:1) (5 x 10 mL) pour I’élution
des PCBs (fraction 1), puis du toluéne (5 x 10 mL) pour 1’¢lution des dioxines (fraction
2). Les extraits ainsi obtenus sont évaporés jusqu’a 5 mL

- On fait passer ensuite, d’une part, la fraction 1, d’autre part, la fraction 2 sur la
cartouche de silice; on rince le ballon de la fraction 1 par 2 x 2 mL
dichlorométhane/hexane (1:1), le ballon de la fraction 2 par 2 x5 mL toluéne. On
utilise un mélange de dichlorométhane/hexane (1:1) (5 x 10 mL) pour I’élution des
PCBs (fraction 11) ; on utilise 5 x 10 mL de toluéne pour I’¢lution des dioxines. Les
extraits obtenus sont évaporés jusqu’a 5 mL

- On fait passer la fraction 11 dans le dichlorométhane/hexane (1:1) et la fraction 22 dans
le toluéne sur la cartouche d’alumine ; on rince le ballon de la fraction 11 par 2 x 2 mL
de dichlorométhane/hexane (1:1), le bécher de la fraction 22 par 2 x 2 mL de toluéne.
On utilise le mélange dichlorométhane/hexane (1:1) (5 x 10 mL) pour I’élution des
PCBs ; du toluéne (5 x 10 mL) pour I’¢lution des dioxines.

- On évapore les extraits recueillis (solution de passage et d’¢lution) au moyen d’un
évaporateur rotatif jusqu’a environ 5 mL, puis sous azote jusqu’a sec. On reprend le
résidu par 2 mL d’isooctane et on évapore sous azote jusqu’a 500 pL en vue de son
analyse.

Les taux de récupération ainsi obtenus sont donnés dans le tableau 40 et sur la

fugure 17
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Tableau 40 : Taux de récupération apreés traitement des échantillons

Congéneéres 5,0 (ng.mL™") pour les PCBs | 50,0 (ng.mL™") pour les PCBs

0,78-8,02 pour les dioxines 7,8-80,2 pour les dioxines

M (%) RSD (%) M (%) RSD (%)
PCB-28 82,3 6,2 80,1 5,7
PCB-52 83,6 5,8 82,3 0,1
PCB-101 81,2 4,7 80,6 4,9
PCB-138 82,1 6,3 80,9 5,8
PCB-153 78,9 4,9 76,8 6,3
PCB-180 77,3 5,2 76,1 3,7
2,3,7,8-T4CDD 79,8 5,4 77,2 4,8
1,2,3,6,7,8-HCDD 76,9 3.9 73,8 5,1
2,3,7,8-T4CDF 79,1 4,6 76,7 4,3

100

90+

80

70

@ 5,0 (ng.ml-1) pour PCBs

60 0,78-8,02 pour dioxines

50

M 50,0 (ng.ml-1) pour PCBs

40+ 7,8-80,2 pour dioxines

30

20+

PCB-28 PCB-52 PCB-101 PCB-138 PCB-153 PCB-180 2,3,7,8- 1,2,3,6,7, 2,3,7,8-
T4CDD 8-HCDD T4CDF

Figure 17 : Taux de récupération apreés traitement des échantillons

Nos résultats sont en accord complet avec ceux que l’on peut trouver dans la
littérature. En pratique, c’est au niveau de 1’extraction liquide-liquide que le rendement est
le moins bon. Pour I’étape d’extraction en phase solide, le taux de récupération est par
contre généralement élevé [de 85 % a 115 % par SPE sur C;g (Pico Y. et al. 1995);
environ 101% = 4,9% par SPE de diatomite (Minh N.H. et al. 2004) ; de 97 % a 129% par
SPE sur C;g (Dmitrovic J et al. 2002)]. Par ailleurs, on peut constater une nette diminution
du taux de récupération quand on augmente la concentration des dioxines et PCBs.

Au regard des résultats ainsi obtenus, c’est donc la procédure qu’on vient de décrire

et de valider qui sera choisie pour traiter les échantillons de lait.
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3.3.3. Choix des conditions d’analyse pour le dosage des
dioxines et des PCBs par GC-MS/MS

3.3.3.1. Présentation de notre syst¢tme GC-MS/MS

Le systéme de chromatographie en phase gazeuse utilis¢ est un Trace GC 2000
équipé d’un injecteur vaporisateur a température programmable (PTV), couplé a un
spectrometre de masse Polaris-Q a trappe d’ions (Thermo Finnigan Corp., Austin, USA), le
tout étant piloté par le logiciel XCalibur (Version 1.2). Le systtme GC-MS/MS est

présenté sur la figure 18

ul e
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e
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Figure 18 : Systeme Trace GC 2000 - Polaris-Q
Cette technique est de loin la plus utilisée dans les laboratoires d’analyse du fait de sa
résolution, de sa fiabilité, de sa robustesse et de sa rapidité; elle permet de séparer des
composés moléculaires organiques thermostables (non thermolabiles) et naturellement
volatils — ou vaporisés a des températures ne provoquant pas leur décomposition — en
jouant sur I’équilibre entre la phase gazeuse mobile et la phase stationnaire de la colonne,
fonction des différentes températures d’ébullition et de la polarit¢ de chaque composé.
Pour notre étude, nous avons utilisé ce couplage GC-MS/MS, ce qui permet de réduire le
bruit chimique de la matrice et d’augmenter ainsi le degré de confiance du résultat. De plus
la sélectivité du couplage GC-MS/MS est meilleure pour la détection que les techniques

GC-MS a basse et a haute résolution.
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3.3.3.1.1. Systéeme d’injection

Cette étape est déterminante pour la qualité des résultats obtenus lors de l’analyse
chromatographique. Le mode d’injection utilisé est le PTV (Programmed Temperature
Vaporizer) qui est un injecteur a température programmable. C’est une technique analogue
a celle de I'injecteur split/splitless. Il conjugue les avantages de ’injection en mode split,
ou splitless, a ceux de I’injection a froid dans la colonne. Dans notre cas, nous avons utilisé
le mode PTV splitless (utilisé¢ pour 1’analyse de traces). Pendant 1’injection sans division, a
froid, la vanne de fuite est fermée. La chambre d’injection est ensuite chauffée afin de

transférer I’échantillon dans la colonne maintenue froide.
3.3.3.1.2 Détection par spectrométrie de masse en tandem (GC-MS/MS)

Ce couplage est un outil d’identification tres efficace car il allie sélectivité et sensibilité. Le
MS/MS, est constitué¢ d’une source d’ionisation, de deux analyseurs de masse, séparés par
une cellule de fragmentation ou cellule de collision et d’un détecteur d’ions. On utilise le
mode MS/MS pour analyser les ions fils. La molécule analysée est donc ionisée et 1’ion
parent formé est sélectionné par le premier analyseur de masse. Ensuite, cet ion sélectionné
- ion parent - est fragmenté par collision avec les molécules du gaz, ou dissociation induite
par collision, pour donner des ions fils qui sont a leur tour séparés dans le second analyseur
de masse. Le spectre ainsi obtenu correspond au spectre de I’ion parent. On a deux types de
configurations des spectrometres MS/MS : celle pour laquelle les analyseurs sont couplés
dans 1’espace (cas des analyseurs quadripolaires, magnétiques ou hybrides) et celle pour
laquelle les analyseurs sont couplés dans le temps (cas des trappes d’ions ou spectrometres
de masse a résonance cyclotronique). Nous nous bornerons a décrire le fonctionnement des

trappes a ions puisque I’appareil que nous avons utilisé¢ est doté de cette technique.
3.3.3.1.3 Description des trappes ioniques

C’est une technique qui permet de produire des ions dans la trappe par impact électronique
(IE). La trappe est constituée de trois électrodes dont une annulaire encadrée par deux
autres de forme hyperbolique, percées en leur milieu pour permettre le passage des ions ou
¢lectrons. Un flux d’électrons, provenant d’un filament chauffé, va produire des ions par
ionisation des molécules qui sortent de la colonne d’analyse et qui se retrouvent entre les
deux électrodes.

Ces ions produits sont piégés dans la trappe grace une onde de radiofréquence. Ils sont

ensuite expulsés de la trappe en fonction de leur rapport m/z (masse/charge).
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3.3.3.2 Conditions expérimentales choisies pour le syst¢me GC-MS/MS
3.3.3.2.1. Choix de la colonne chromatographique

Les colonnes généralement utilisées pour la séparation des composés par GC-MS
sont des colonnes capillaires en silice fondue avec, comme phase stationnaire, du 5%
phényl, 95% diméthylpolysiloxane (colonnes de type DB-5, HP-5, CP-SIL-8 CB, HT-5
etc.) [Abad E. et al. (2002), Golzalez M.J. et al. (1996), Forcant J.-F. et al. (2005), Costera
A. et al. (2006), SasamotoT. Et al. (2006), etc.]. Il est donc nécessaire que la colonne
utilisée puisse permettre une bonne séparation des isoméres des dioxines et PCBs, et que
ses signaux ne se perde pas dans le bruit de fond susceptible d’étre généré par le
saignement (« bleeding ») de la colonne aux hautes températures.

La colonne de séparation que nous avons utilisée est une colonne Rtx-5MS-silice
fondue (Restek) ayant une phase stationnaire contenant 5% de diphényle et 95%
diméthylpolysiloxane. Ses caractéristiques sont les suivantes : une longueur de 30m, un
diamétre interne de 0.25mm et une épaisseur de phase stationnaire de 0.25um. Ce type de
colonne est généralement utilis€ pour des études sur : les stupéfiants, les impuretés dans les
solvants, les pesticides, les hydrocarbures, les congénéres de PCBs ou mélanges Aroclor,
les huiles essentielles et les composés semi-volatils. Ses températures limites
d’utilisation vont de -60°C a 350°C. La phase stationnaire que nous avons choisie qui est
d’ailleurs la plus courante, pour des applications les plus variées est représentée sur la

figure 19
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Figure 19 : Structure de la phase des colonnes Rtx-5MS, Rtx-5, MXT-5 et XTI-5
3.3.3.2.2. Choix du programme de température du four

Dans le but d’optimiser la séparation des PCBs, différentes programmations de
température ont été essayées, en se basant sur les résultats de la littérature. Certaines
modifications ont été apportées pour tenir compte du type d’appareil utilisé. Nous avons

donc fait une synthése des différents programmes établis par Heck M.C. et al. (2007),

121



Szyrwinska K. et al. (2007), Focant J.-F. (2005), Erdogrul O. et al. (2004), Yu Z. et al.
(2007), Ramos L. et al. (2000), Chikuni O. et al. (1997), etc. Le programme de température
retenu en définitive est le suivant : une température initiale de 70°C est maintenue pendant

L.
;la

2 min ; on passe ensuite & 150°C 4 25°C.min”", puis on monte & 220°C a 10°C.min"
température de 220°C est maintenue pendant 2 min, avant de passer a 280°C avec une
rampe de montée en température de 3°C.min™ ; aprés un palier de 3 min a 280°C, on passe
a 300°C avec une rampe de montée de 10°C.min™" ; la température finale de 300°C est
maintenue pendant 5 min.

Pour les dioxines, nous sommes partis des différents programmes conseillés par Sasamoto
T. et al.(2006), Focant J.-F. et al.(2005), Hashimoto S. et al.(1995), Covaci A. et al. (2001),
Pirard C. et al. (2002), etc. Le programme de température choisi est en définitive le suivant
: une température initiale de 100°C est maintenue pendant 2 min ; on passe ensuite a 180°C
4 25°C.min"", puis on monte a 250°C 4 10°C.min™" ; la température de 250°C est maintenue
pendant 2 min, avant de passer a 310°C avec une rampe de montée en température de
3°C.min" ; aprés un palier de 3 min a 310°C, on passe a 320°C avec une rampe de montée
de 10°C.min™" ; la température finale de 320°C est maintenue pendant 5 min.

1

Le gaz vecteur utilis¢ est de I’hélium scientifique 6.0, avec un débit constant de 1 mL.min

et une pression en téte de colonne de 120 kPa.
3.3.3.2.3. Conditions d’injection

On injecte un volume de solution de 1 pL, soit manuellement soit avec un passeur
automatique. Les échantillons et les standards sont injectés dans les conditions suivantes :
injection en mode PTV Splitless (sans diviseur) avec une température d’entrée de 60°C
(durée d’injection 0.2 min), puis on passe a 300°C avec une rampe de montée en
température de 10°C.sec™ ; cette température de 300°C est maintenue pendant 1 min, avant
’ouverture de la vanne de Splif (le débit du Split est de 10mL.min™"). Le diamétre interne
du Focusliner (Restek) utilis€ comme chambre d’injection en mode PTV est de 5 mm.
Apres chaque injection, on a une phase de balayage (nettoyage) programmée comme suit :
passage de la température a 320°C avec une rampe de montée de 10°C.sec”’, cette
température de 320°C étant ensuite maintenue pendant 3 min avec un débit de 50 mL.min

! Le débit de purge au niveau du septum est constant.
3.3.3.2.4. Conditions de détection par spectrométrie de masse

La température de la ligne de transfert entre GC et MS a été fixée a 300°C et la

température de la source d’ionisation a 250°C. Les conditions choisies pour la calibration
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de I’appareil sont les suivantes : 250 mA pour le filament d’émission a 70eV, avec un
contrdle de gain automatique de 50 (unité arbitraire, gamme 1-500). Pour la spectrométrie
de masse en tandem (MS/MS ou MS2), I’ion parent est sélectionné a m/z = 0.5, la tension
de collision (dissociation induite par collision ou CID) va de 1.5 et 2.0 V, et I’énergie
d’excitation maximale (q) se situe entre 0.30 et 0.45. Les ions parents sélectionnés sont
indiqués dans le Tableau 41, selon le temps de rétention. Parmi les conditions citées, la
valeur de q et la tension de collision sont les paramétres critiques de 1’opération MS/MS en
trappe d’ions. En effet, la tension de collision agit sur I’intensité¢ des pics, tandis que

I’énergie d’excitation maximale influe sur la fragmentation des ions.

Tableau 41 : Choix des conditions de mise en oeuvre de la GC-MS/MS.

Fenétre | Ion parent Congéneéres Tension | q Temps Temps
de sélectionné de d’isolement | d’excitation
temps (m/7) collision (ms) (ms)
(min) (ion de \%2)
quantification)

0,0-6,0 - - - - - -
11,0-12,0 | 256 +258 |PCB-28 1,5 0,45 8 15
12,0-13,0 292 PCB52 1,5 0,45 8 15
14,0-15,0 326 PCB-101 1,5 0,45 8 15
16,5-18,0 | 360+362 |PCB-153 1,5 0,45 8 15
17,5-19,0 | 360+362 |PCB-138 1,5 0,45 8 15
20,0-21,5 | 394 +396 |PCB-180 2,0 0,30 8 15
17,5-18,5 | 304+306 |2,3,7,8-TCDF 1,5 0,45 8 15
18,0-19,0 | 320+322 |2,3,7,8-TCDD 1,5 0,45 8 15
25,5-27,0 | 390+392 |1,2,3,6,7,8-TCDD |2,0 0,30 8 15
3.3.3.2.5. Séparation des dioxines et PCBs

Les temps de rétention des 6 PCBbs et dioxines dépendent de la colonne choisie, de
la vitesse de la phase mobile et du programme de température du four. Dans le cas de la
colonne utilisée pour notre analyse (la colonne Rtx-5MS), la durée totale de 1’analyse des
dioxines est de 43,2 min ; elle est de 44,2 min pour les PCBs. Les différents temps de

rétention des dioxines et PCBs sont consignés dans le Tableau 42
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Tableau 42 : Temps de rétention des dioxines et PCBs en GC-MS/MS

Congéneres Temps de rétention (min) | Intervalle de confiance (min)
PCB-28 11,67 +0,05
PCB-52 12,32 +0,05
PCB-101 14,38 +0,10
PCB-153 17,12 0,10
PCB-138 18,15 +0,15
PCB-180 20,89 +0,15
2,3,7,8-TCDF 18,05 +0,10
2,3,7,8-TCDD 18,56 +0,10
1,2,3,6,7,8-TCDD 26,15 +0,15
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Figure 20 : Chromatogramme obtenu par GC-MS/MS

a partir d’un étalon (50 pg.L™)
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3.3.3.2.6. Identification des dioxines et PCBs par GC-MS/MS

Pour réaliser 1’identification par GC-MS/MS, nous avons comparé, en un premier
temps, les valeurs des temps de rétention des pics supposés de dioxines et PCBs aux temps
de rétention des composés de référence disponibles (solutions étalons utilisées pour la
gamme d’étalonnage). Dans un second temps, les spectres de masse obtenus par MS/MS
ont ¢également ¢ét¢ comparés a ceux des dioxines et PCBs enregistrés sur le
chromatogramme de la solution étalon contenant les dioxines et PCBs. Cette comparaison
de spectres est basée sur deux parameétres importants, a savoir le SI et le RSI. D’aprés le
manuel d’utilisation du logiciel XCalibur, les spectres ne peuvent étre identiques que
lorsque les valeurs de SI et RSI sont comprises entre 700 et 1000.

L’identification des dioxines et PCBs est validée si les résultats de la GC-MS
satisfont aux critéres suivants :

- Le signal obtenu pour chacun des deux ions choisis, ou la somme des deux ions de
chacun des composés, doit étre au moins trois fois plus élevé que le bruit de fond (rapport
signal/bruit > 3) ;

- Le rapport isotopique des ions choisis ne doit pas s'écarter de plus de 15 % du rapport
obtenu pour le composé correspondant dans la solution étalon ou du rapport isotopique
calculé théoriquement.

- Les temps de rétention des deux ions de quantification coincident a 3 secondes pres.

- Les temps de rétention des dioxines et PCBs naturels coincident a 2 secondes pres avec le
temps de rétention du méme isomeére marqué (normalement, le temps de rétention de
l'isomére marqué est inférieur de 1 a 2 secondes a celui de la molécule non marquée).

Un exemple d’identification est présenté sur la figure 21.
3.3.3.2.7. Détermination des limites de détection et de quantification

Pour déterminer les limites de détection (LD) et de quantification (LQ) nous avons
préparé¢ des blancs d’analyse, en appliquant la procédure compléte d’analyse a un
¢chantillon contenant 1’ensemble des constituants, a 1’exception de la substance
recherchée, a la suite de quoi on détermine I’amplitude maximale du signal sur une
distance égale a dix fois la largeur a mi-hauteur du pic correspondant a la substance
recherchée. On détermine le bruit en multipliant cette hauteur par trois et on calcule la
concentration théorique correspondant au composé recherché dans le blanc en utilisant les
courbes d’étalonnage externe tracées a partir de solutions étalons a différentes

concentrations; on peut en déduire la masse du composé correspondant dans le blanc en
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multipliant la concentration calculée précédemment par le volume de I’extrait analysé. La
masse ainsi obtenue divisée par la masse de I’échantillon de départ correspond a la limite
de détection du composé recherché. Le seuil de détection de la méthode dépend
directement en pratique de toutes les variables suivantes : nature et composition de la
matrice analysée, quantit¢ d'échantillon utilisée, volume de l'extrait final, volume
d'injection, taux de recouvrement des étalons marqués, performance de la colonne de
chromatographie, paramétres choisis pour le réglage du systtme GC-MS, bruit
¢lectronique et sensibilité de l'appareil.

Nous disposons d’une solution de chaque dioxine et de chaque PCB 4 100 ng.mL™
pour déterminer la limite de détection qui lui correspond. Nous effectuons des dilutions
successives de ces solutions, chaque fois par un facteur 10, afin de déterminer la limite de
détection d’un signal. Pour que le composé soit détectable il faut que le rapport signal sur
bruit soit supérieur a 3. Lorsque c’est le cas, le bruit doit étre déterminé pour chaque
congénere a partir des chromatogrammes réels de 1’échantillon. Un exemple de calcul du
signal sur bruit de fond est présenté sur la figure 21 et I’on effectue les calculs comme

suit :

LD,.=35%C,., o LQ, =10x%xC,,,
ou
LD, : limite de détection de la méthode de mesure
LQOes : limite de quantification de la méthode de mesure
N : bruit de fond exprimé en hauteur de pic
S : signal mesuré pour la solution la plus diluée

Cjous - concentration de la solution de mesure

N V. N V.,
LD, = 3XEX Cajomx—V et LQW = IOXEX Cajomx—V
éch éch

ou LD,,,: limite de détection caractéristique de la méthode analytique

LQunq - limite de quantification caractéristique de la méthode analytique
N : bruit de fond exprimé en hauteur de pic

S : signal de mesure de la solution minimale

Cyjour : concentration de la solution de mesure

Viin : volume d’extrait final (500uL)

Veen : volume de 1’échantillon analytique (prise d’essai = 100 mL)
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Dans le tableau 43, les limites de détection et de quantification sont calculées avec

les bruits de fond réels. Les bruits de fond obtenus pour les blancs analytiques (blanc de

méthode) sont plus élevés que les bruits de fond obtenus pour les blancs de réactifs.

Tableau 43 : LD s, LDanas LQmes €t LQan, pour les dioxines et PCBs

Congénere LD s LQmes LD.na LQuna
(ng.mL™") (ng.mL™") (pg-mL™") (pg.mL™)
PCB-28 0,20 0,60 1,5 4,6
PCB-52 0,25 0,80 2,7 8,2
PCB-101 0,45 1,30 3,8 10,1
PCB-153 0,50 1,55 4.7 14,5
PCB-138 0,55 1,60 5,2 15,6
PCB-180 0,80 2,35 6.9 21,3
2,3,7,8-TCDF 0,25 0,78 3,1 10,2
2,3,7,8-TCDD 0,40 1,16 3,7 10,9
1,2,3,6,7,8-TCDD 0,90 2,90 8,6 259
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Figure 21 : Exemple du chromatogramme et du spectre de masse obtenus pour

le 2,4,4’-trichlorobiphényle (PCB-28)
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3.3.3.2.8. Quantification des dioxines et PCBs par GC-MS/MS

L’analyse quantitative des dioxines et PCBs peut étre effectuée en mesurant 1’aire des pics
chromatographiques et en appliquant une méthode d’étalonnage externe. Une
quantification par étalonnage externe consiste a prendre directement comme réponses les
valeurs absolues de la surface - ou de la hauteur - des pics. Ces réponses sont utilisées pour
construire la courbe d'étalonnage a partir d’échantillons étalons puis, au moyen de cette
courbe d'étalonnage préalablement établie, on calcule la concentration d’échantillons
inconnus en mesurant la surface ou la hauteur des pics correspondants. Cette quantification
au moyen d’un étalon externe est intéressante en termes de colt et de temps, méme si sa
précision et son exactitude restent assez limitées. Cependant, pour une analyse semi-
quantitative, un étalon externe unique suffira pour atteindre 1'exactitude souhaitée.

Une analyse semi-quantitative a €t¢ ainsi faite, en utilisant des solutions €talons qui
contiénnent des concentrations identiques des différents PCBs. Ces solutions étalons sont
préparées a partir d’une solution mere contenant les 6 PCBs, chacun a une méme
concentration de 1 pg.mL™ dans ’iso-octane. La gamme de concentrations des solutions
étalons s’étend de 1,0 ngmL™" & 250 ng.mL™. Dans le cas de notre étude, nous avons
quantifié les différents composés a 1’aide d’un étalonnage externe, c’est pourquoi nous
préférons utiliser le terme d’analyse semi-quantitative, un étalonnage interne étant plus
pertinent si 1’objectif est de réaliser une analyse quantitative; on s’affranchit ainsi
d’éventuelles variations lors de 1’injection et de la vaporisation.

Pour évaluer les performances de la méthode, plusieurs parameétres classiques ont été
déterminés. Ainsi le domaine de linéarité a été estimé en analysant 9 solutions étalons pour
une gamme de concentrations allant de 1 a 250 ng.mL'1 (1, 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200,
250 ng.mL™"). On est alors en mesure de construire, pour chacun des PCBs, la droite de
calibration qui lui correspond. Comme nous venons de I’indiquer, un simple étalonnage
externe a été mis en oeuvre, car il est plus simple et moins long qu’un étalonnage interne.

Nous avons donc tracé des courbes d’étalonnage correspondant a chaque PCB en
effectuant les mesures sur un blanc analytique des 9 solutions étalons. Ces courbes
d’étalonnage sont définies par une équation du type y; = ajx; + b;, ou y; est ’aire du pic
correspondant et x; la concentration du composé (i).

Les courbes d’étalonnage externe des dioxines et PCBs sont effectuées grace a 1’aire

des pics chromatographiques. A titre d’exemple, la courbe d’étalonnage externe obtenue
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pour 2,4.4’-trichlorobyphényle (PCB-28) est présentée sur la figure 22. Les résultats

obtenus pour I’ensemble des PCBs et dioxines sont regroupés dans le tableau 44.

AIRE

2,4,4 -trichlorobiphényle (PCB-28)

350000
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y = 1966,3x + 6689,5
R? = 0,9976

20 40 60

80 100 120 140
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Figure 22 : Courbe d’étalonnage externe pour le PCB-28

Tableau 44 : Domaine de linéarité et droite de calibration pour les dioxines et PCBs

2

Congénére Domaine de Droite de calibration r
linéarité
(ng.mL'l)
PCB-28 0,60 - 150 y =1966,3 x + 6689,5 0,9976
PCB-52 0,80 - 200 y =1415,6 x + 2845,4 0,9985
PCB-101 1,30 - 250 y=696,36 x + 1008,5 0,9983
PCB-153 1,55-150 y=1113,3x+ 1874,7 0,9888
PCB-138 1,60 - 250 y=644,58 x + 1078,3 0,9989
PCB-180 2,35-250 y=1022,1 x + 52294 0,9973
2,3,7,8-TCDF 0,78 - 50 y=1783,1 x + 663,79 0,9991
2,3,7,8-TCDD 1,16 - 50 y =2188,5x +2738,1 0,9983
1,2,3,6,7,8-TCDD 2,90 - 150 y=1088,1 x +2255,8 0,9987
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3.3.4. Application a des échantillons de lait

3.3.4.1. Procédure de traitement des échantillons de lait :

Partant les résultats précédents, nous avons pu €laborer la procédure décrite ci-aprés pour

le traitement des échantillons de lait:

100 mL échantillon de lait
+ 100 mL NaCl 0,9 %

+ 200 mL éthanol

+ 400 mL dichlorométhane

Centrifugation :
Protéines,

Lipides/dichlorométhane

Sérum/NaCl/éthanol

Extraction M.G.

|

Traitement par H;SO4, Na;SOy4

|

SPE : Silice-C18

|

A\ 4

\ 4

SPE :

Silice

Y

SPE : Alumine

o)

Y

SPE : Alumine

Aller

asec

Y

Reprise par 2mL isooctane
A 4

Aller a sec

Evaporation a 500 uL

Reprise par 2mL isooctane
v

Evaporation a 500 uL

Y

Dioxines

GC-MS/MS

Y

GS-MS/MS

Figure 23 : Procédure de détermination des dioxines et PCBs dans le lait par

GC-MS (Bui X.T. et al. 2007)
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3.3.4.2. Récupération des PCBs apres traitement des échantillons

Pour déterminer le taux de recouvrement d’ajouts lorsque notre méthode d’analyse est
appliquée a un échantillon de lait, nous avons mis en ceuvre la procédure présentée sur la
figure 23. A un volume de 100 mL de lait nous avons ajouté, 48 heures avant de réaliser
I’extraction liquide-liquide, 1 mL d’une solution des PCBs a une concentration de 10,0
ng.mL'1 et 1 mL de la solution des dioxines dont les concentrations vont de 0,78 a 8,02
ng.mL". En raison de la faible teneur supposée en dioxines et PCBs du lait choisi pour
cette étude, on a considéré que la teneur de 1’ajout représentait la teneur totale dans le lait :
autrement dit, on a considéré que notre échantillon de lait constituait un blanc de matrice.
Par ailleurs, on a également opéré comme précédemment mais en effectuant I’ajout des
standards juste avant le dosage par GC-MS. Les comparaisons des résultats obtenus dans
les deux cas — ajout des standards avant 1’extraction liquide-liquide et ajout des standards
juste avant le dosage par GC-MS — on a trouvé ainsi les taux de recouvrement qui sont
présentés dans le tableau 45. Nous n’avons déterminé ici que les taux de recouvrement des
PCBs sur les deux échantillons de lait suivants :

- Lait 1 : lait cru de vache, fourni par la station INRA de MARCENAT, le 24 janvier

2007

- Lait 2 : son origine n’est pas précisée.

Tableau 45 : Taux de recouvrement liés au traitement des échantillons de lait

Congénéres Lait 1 Lait 2
Moyenne (%) RDS (%) Moyenne (%) RDS (%)
PCB-28 83,9 52 86,1 7,2
PCB-52 81,3 7,8 84,2 6,9
PCB-101 79,3 9,6 78,6 6,1
PCB-153 82,1 6,3 80,9 5,6
PCB-138 84,9 8,6 75,6 7,9
PCB-180 71,3 9,3 74,3 8,1

3.3.4.3. Quantification des dioxines et des PCBs dans les échantillons de lait

Une analyse semi-quantitative des PCBs a ¢été réalisée par étalonnage externe, en se
basant sur ’aire des pics chromatographiques. L’aire obtenue, le volume d’échantillon, le

volume d’extrait final, le taux de récupération des étalons pour chaque PCB peuvent tous
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influencer directement la concentration trouvée pour les PCBs dans le lait. La
concentration des PCBs dans le lait est calculée comme suit :
Véch 1
Clait - Cﬁn X Vﬁn X

ou

Ci.ii - concentration dee dioxines ou PCBs dans 1’échantillon de lait

Cjin - concentration de I’extrait final

Viin - volume d’extrait final (500uL)

Veen : volume d’échantillon (prise d’essai-100 mL)

R : taux de récupération pour chaque dioxine ou PCB
Les concentrations de PCBs trouvées dans nos échantillons de lait sont données dans le

tableau 46.

Tableau 46 : Concentration des divers PCBs dans quelques échantillons de lait

Congéneéres Lait 1 Lait 2 Lait 3
Conc. RSD Conc. RSD Conc. RSD
(mg.mL™") | (%) | mgmL") | (%) | mgmL") | (%)
PCB-28 0,008 16,3 0,015 6,1 Traces -
PCB-52 0,012 10,2 traces - 0,026 8,2
PCB-101 nd - traces - 0,018 16,9
PCB-153 traces - nd - nd -
PCB-138 0,021 8,9 0,067 7,3 0,032 7,8
PCB-180 nd - 0,083 5,6 0,063 6,3

En pratique, les chromatogrammes obtenus présentent encore quelques pics

d’isomeres de PCBs. Dans le cas ou un standard n’a pas été essayé, on ne peut faire un

pronostic que sur la base de la comparaison du spectre de masse obtenu avec le spectre de

masse théorique.

3.3.4.4. Conclusion

Notre objectif était d’abaisser la limite de détection et de quantification : dans ce but,

nous avons mis au point une méthode d’analyse qui comprend successivement, pour traiter

les échantillons, une séparation des composants du lait, une extraction en phase solide

(séparation, purification, déshydratation et concentration). Le taux de récupération obtenu
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pour cette méthode va de 70% a 86%. En appliquant cette procédure, nous avons abaissé
d’environ 100 fois la limite de détection de la méthode de mesure proprement dite. Les
résultats des analyses de PCBs dans divers échantillons de lait sont donnés dans le tableau

46 et dans les annexes.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L'objectif général de ce travail était de développer des méthodes d'analyse ayant des
seuils de détection aussi bas que possible puis de les valider en vue de leur application a de
grandes séries d'échantillons agro-alimentaires. Ceux-ci pourraient étre alors utilisés
comme indicateurs de pollutions environnementales.

Le lait et les produits laitiers qui jouent un réle important dans 1’alimentation
humaine, surtout lorsqu’il s’agit de pays ayant un niveau de vie assez €levé, peuvent étre a
la source d’intoxications. Le lait est sécrété par les glandes mammaires des mammeferes
femelles qui, par leur physiologie et leur anatomie, en font un exutoire naturel en cas de
contamination de leur environnement, en parti au lier de leur alimentation, par des métaux
ou des molécules toxiques. C’est pourquoi nous avons choisi cette matrice comme un
indicateur possible des pollutions environnementales. Un argument important de ce choix
est en effet que la collecte du lait est généralement organisée avec une bonne tragabilité.
Deux types de contaminations ont été prises en compte, d'une part, les métaux toxiques (le
plomb et le cadmium), d'autre part, les pesticides (les PCBs et dioxines).

On peut trouver, publiées dans la littérature, de nombreux travaux consacrés a la
détermination dans le lait des teneurs en plomb, cadmium, PCBs, dioxines et bien d’autres
métaux ou molécules organiques.

Les appareils de mesure utiles pour la détermination de tels contaminants ont des
limites de détection et de quantification qui leur sont propres et ¢’est donc sur 1’étape de
traitement des échantillons qu’il faut jouer si I’on veut pouvoir abaisser ces seuils de fagon
significative.

Dans le cadre de notre étude, nous avons choisi la spectrométrie d’absorption
atomique pour doser le plomb et le cadmium ; la chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse pour doser les dioxines et PCBs.

En ce qui concerne le traitement des échantillons de lait qui contient la clef de notre
probléme, la premicre étape consiste a séparer le lait en 3 phases (protéines, lipides,
sérum). Parmi les différentes solutions proposées nous avons choisi d’opérer avec le
mélange de solvants suivant :

- 1 Vol. de lait

- 1 Vol. d’une solution NaCl 0,9%
- 2 Vol. d’¢thanol

- 4 Vol. de dichlorométhane
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Deux modes de séparation ont été testés : une centrifugation et une décantation. Avec le
centrifugeur, le temps de séparation est relativement court de 30 minutes environ, alors que
le temps de séparation est beaucoup plus long (environ 24 heures), lorsqu’on utilise une
simple ampoule a décanter. Apres cette premicre séparation, les protéines se retrouvent
sous forme solide entre les deux phases liquides, les lipides ayant été solubilisés par le
dichlorométhane qui constitue la phase liquide inférieure.

Cette étape est fort intéressante car, outre la séparation recherchée, elle permet une
conservation facile des phases qui doivent €tre analysées par la suite: les métaux se
retrouvent dans la phase solide des protéines, alors que les lipides ont entrainé avec eux
les PCBs et dioxines dans la phase organique. On peut ainsi conserver ces deux fractions,
sans prendre trop de précautions, pour les envoyer ensuite a analyser dans des laboratoires
spécialisés. De plus, cette séparation permet d’augmenter considérablement la taille de la
prise d’essai et de ce fait d’abaisser de fagon tres significative les seuils de détection. C’est
ce qui était souhaité.

Nos études préliminaires ont effectivement démontré qu’apres séparation du lait en
ses 3 principales fractions, le plomb et le cadmium se retrouvent totalement dans la phase
protéique et qu’aucune trace de ces ¢léments n’est décelée dans les deux autres fractions :
il suffira donc de déterminer Pb et Cd sur les protéines du lait, puisqu’on dispose ainsi d’un
moyen simple pour effectuer une pré-concentrarion de ces éléments traces.

Nous avons cherché a optimiser les conditions de minéralisation, en considérant 3
facteurs : le rapport volume des réactifs de minéralisation / Prise d’essai, la taille de la
prise d’essai et la température de minéralisation. De facon évidente seule la taille de la
prisse d’essai a un effet et le plan d’expérience qui a été essayé, conduit a choisir une prise
d’essai de 2g pour un volume de réactifs de 24 mL.

Puis on a ajouté au lait différents volumes d’une solution standard pour obtenir, dans
la solution de mesure finale, une gamme de concentrations allant de 0,05 a 7 ug.L’1 pour le
cadmium et de 0,5 a 70 pg.L" pour le plomb. Les échantillons ainsi préparés ont été laissés
au réfrigérateur pendant 48 heures avant d’effectuer les analyses. Les courbes d’étalonnage
obtenues montrent que la limite supérieure du domaine de linéarité semble se situer a une
concentration de 3 pg.L™' pour le cadmium et de 35 pg.L"' pour le plomb. I est alors
possible de calculer les parametres de la droite d’étalonnage pour en tirer les limites de
détection (LD) et de quantification (LQ). A partir de 2g de protéines qui représentent
environ 50 mL de lait, les limites de détection LDy,;; et de quantification LQ).;; sont en fait

abaissées d’un facteur 5. On a donc abouti a des limites de détection de 0,14 pg.L"' pour
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Pb et de 0,01 pg.L™" pour Cd, qui étaient respectivement au mieux jusqu’ici de 1,0 pg.L™
pour Pb (Frkovic A et al. 1997) et de 0,2 pg.L™" pour Cd (Milhaud G.E. et al. 2000). 11 reste
encore tout a fait possible d’améliorer ces seuils de détection, en améliorant la technique
de séparation initiale du lait en ses phases et en augmentant la taile de la prise d’essai, en
prélevant par exemple 10g de protéines au lieu de 2g.

En ce qui concerne la détermination des dioxines et des PCBs dans la phase lipidique,
nous avons opté pour une méthode d’extraction en phase solide sur des cartouches de
silice-Cyg, suivie d’une €tape de déshydratation et d’une purification sur colonnes de silice
puis d’alumine. Cette procédure de traitement des échantillons a permis d’obtenir des taux
de récupération qui vont, sur des blancs analytiques, de 77 % a 83 % pour les PCBs et de
76% a 79 % pour les dioxines. Sur des échantillons de lait, les taux de récupération des
PCBs vont de 71 % a 86%. De plus, grace a cette procédure de traitement des échantillons,
nous avons abaissé la limite de détection : elle va de 1,5 4 6,9 ng.L" pour les PCBs et de
3,1a8,6 ng.L'1 pour les dioxines ; la limite de quantification va de 4,6 a 21,3 ng.L'1 pour
les PCBs ; elle va de 10,2 4 25,9 ng.L™' pour les dioxines. On a atteint ainsi des niveaux de
concentration qui sont 100 fois plus bas que la limite de détection et de quantification de la
méthode de mesure proprement dite. Si 1’on mettait en ceuvre pour le couplage GC-MS un
spectrometre de masse a haute résolution, on pourrait encore abaisser de fagon tres
significative les limites de détection et de quantification. Appliquée a différents
échantillons de lait, notre méthode a permis de déterminer les concentrations en PCBs qui
sont données sur le tableau 46.

D’un point de vue pratique, les méthodes que nous proposons peuvent étre aisément
mises en ceuvre. Le traitement préalable des échantillons de lait, tel qu’il est décrit, permet
une conservation facile des phases protéiques et lipidiques qui pourront étre ainsi envoyées
a distance pour é&tre analysées dans des laboratoires bien équipés. De plus, les
préconcentrations qui sont ainsi effectuées permettent d’abaisser considérablement les
seuils de détection et disposer ainsi d’une méthode de tri pour alerter sur des
contaminations possibles, méme si la méthode de dosage n’est que semi-quantitative.

Avoir abaissé les limites de détection de nos méthodes analytiques permet de
rechercher des pollutions, méme aprés qu’elles aient été diluées, par exemple dans une
citerne de lait en provenance de 10 fermes d’élevage différentes. Si on ne détecte pas de
traces de métaux ou de molécules organiques toxiques, on n’ira pas chercher plus loin. Si

I’on se trouve par contre en présence d’un contrdle positif, il y aura lieu de rechercher la
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provenance de la contamination, de retrouver la ou les fermes d’ou provient le lait
contaminé.

Une autre application prévisible de notre travail réside dans le traitement de
I’échantillon : on pourait en effet y faire appel pour préparer des échantillons de référence,
lesquels faciliteraient sans aucun doute la fixation de normes pour les contaminations.

Dans I’avenir, il serait utile d’abaisser encore les seuils de détection de nos méthodes.
Il s’agit bien des seuils de détection puis qu’on vise en fait le développement de méthodes
de tri des échantillons. On pourrait par exemple utiliser différents solvants pour extraire les
métaux toxiques apres la minéralisation des protéines de lait.

On ce qui concerne les PCBs et les dioxines, on peut aussi penser a ’utilisation de
standards pour identifier et quantifier leurs divers isomeres. Mais cette voie n’est pas la
plus importante car I’objectif principal est bien, dans I’immédiat, sur 1’abaissement des
seuils de détection pour pouvoir disposer de méthodes de tri qui soient les plus efficaces

possibles.
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ANNEXES

ANNEXE 1 : IDENTIFICATION

L’identification des dioxines et PCBs est validée si les résultats de la GC-MS
satisfont aux critéres suivants :
- Le signal obtenu pour chacun des deux ions choisis, ou la somme des deux ions de
chacun des composés, doit étre au moins trois fois plus élevé que le bruit de fond (rapport
signal/bruit > 3) ;
- Le rapport isotopique des ions choisis ne doit pas s'écarter de plus de 15 % du rapport
obtenu pour le composé correspondant dans la solution étalon ou du rapport isotopique
calculé théoriquement.
- Les temps de rétention des deux ions de quantification coincident a 3 secondes pres.
- Les temps de rétention des dioxines et PCBs naturels coincident a 2 secondes pres avec le
temps de rétention du méme isomere marqué (normalement, le temps de rétention de
l'isomére marqué est inférieur de 1 a 2 secondes a celui de la molécule non marquée).

Un exemple d’identification est présenté sur les figures 24, 25 et 26.
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Figure 24 : Spectre de masse du 2,4,4’-trichlorobiphényle (PCB-28) dans la
bibliothéque de spectre
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Figure 25 : Spectre de masse du standard 2,4,4’-trichlorobiphényle (PCB-28
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Figure 26 : Spectre de masse du 2,4,4’-trichlorobiphényle (PCB-28) dans I’échantillon

de lait N°2
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ANNEXE 2 : QUANTIFICATION

L’analyse quantitative des dioxines et des PCBs est effectuée grace a I’aire des pics
chromatographiques et a I’utilisation de la méthode d’étalonnage externe. Chaque étalon a
été analysé deux fois, et la linéarité des courbes d’étalonnage vérifiée dans I’intervalle de
concentrations étudié (R* > 0,99). La validité des courbes d’étalonnage a été vérifiée
quotidiennement par analyse d’étalons. Les courbes d’étalonnage externe des dioxines et

des PCBs sont données dans les graphes de cette annexe :
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2,2’,4,5,5’-pentachlorobiphényle (PCB-101)
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2,2’,3,4,4',5'-hexachlorobiphényle (PCB-138)
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2,3,7,8-TCDD
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ANNEXE 3 : CHROMATOGRAMMES OBTENUS POUR

L’ECHANTILLON DE LAIT
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Figure 27 : Chromatogrammes obtenus pour I’échantillon de lait 1
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Figure 28 : Chromatogrammes obtenus pour I’échantillon de lait 2
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Figure 29 : Chromatogrammes obtenus pour I’échantillon de lait 3
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