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Structure générale des Dioxines, Furannes et
PCBs
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Dioxines Furannes
75 congéneres 135 congéneres 209 congéneéres
dont 7 en position 2,3,7,8 dont 10 en position 2,3,7,8 dont 13 sont * dioxin-like’

SSTC, le 22 janvier 2002




PCDDs,PCDFs et PCBs
‘ Dioxin Like’

Polychlorobenzodioxines: 75 congeneres 7 « toxiques »
Polychlorobenzofurannes : 135 congeneres 10 « toxigues »
Polychlorobiphényles 209 congéneres 13 « dioxin-like »

Total 419

> composés sont considérés comme
équivalents-dioxine

SSTC, le 22 janvier 2002




Facteurs d’ equivalence toxique (TEF)

facteurs de pondération permettant de tenir
compte des toxicités relatives par rapport a la
substance la plus toxique : 1a2,3,7,8-TCDD
(“dioxine dite de Seveso”)

SSTC, le 22 janvier 2002




Facteurs d’ équivalence Toxique PCDDs

« PCDDs, PCDFs TEF selon WHO

2,3,7,8 TCDD 1
1,2,3,7,8 PeCDD 1
1,2,3,4,7,8 HXCDD 0.1
1,2,3,6,7,8 HXCDD 0.1
1,2,3,7,8,9 HXCDD 0.1
1,2,3,4,6,7,8 HoCDD

OCDD

2,3,7,8 TCDF

1,2,3,7,8 PeCDF

23,4,7,8 PeCDF

1,2,3,4,7,8 HXCDF

1,2,3,6,7,8 HXCDF

2,3,4,6,7,8 HXCDF

1,2,3,7,8,9 HXCDF

1,2,3,4,6,7,8 HPCDF

1,2,3,4,7,8,9 HOCDF

OCDF

SSTC, le 22 janvier 2002




Facteurs Equivalents Toxiques PCBs

Congénere TEF
PCBs co-planaies

3,3,4,4' -TetraCB (77) 0,0001
3,3 4,4 5-PentaCB 01
(126)

3,3 4,4 5,5 -HexaCB 0,01
=)

autres PCBs 0,0001-0,0005

SSTC, le 22 janvier 2002




L es valeurs des éguivalents toxiques sont
baseées sur:

1° des infor mations concer nant le
chez les animaux, a long terme et chez I'homme

2° desinformations, a défaut de 1°, concernant les autres
effets néfastes ( )

3° desdonnées de
4° des (liaison a un reécepteur, effets
biologiques)

Peu de donnees existent pour chacun des congener es.
L es donneées existantes concer nent principalement les
points 3° et 4°

SSTC, le 22 janvier 2002




Calcul delaTEQ
(TEQ : quantite equivalente toxique)

Résultats exprimes en pg de TEQ par gramme de
matiere grasse

n = nombre de congéneres detectes dans
|”échantillon

SSTC, le 22 janvier 2002




LES DIOXINES
Sources et voie d’ exposition

M —» Environnement —————

Industrie métallurgique

» Animaux ——» Homme

NEREEEIES

Chaudieres et trafic routier

SSTC, le 22 janvier 2002




LES DIOXINES
A utres sources

Les PCBs industriels (transformateurs, fluides
calorifuges et autres applications)

Les precurseurs (polychlorophénols, herbicides

chloreés...)
Eléments par synthese « de novo »

(w1 PCBs oxydes introduits dans la chaine de recyclage des graisses
[ Dioxines et furannes dans les pulpes de citrus

SSTC, le 22 janvier 2002




Contamination de la chaine alimentaire

émission de dioxines lait, beurre, viande :
de0,1 4 100 ng.a’mﬂd'air de 0,542 pg/g

de matiére grasse e
lait individuel s bl matarnel

de 0,54 30 pg/g 'de 204 30 pg/g

) -~ [
de matiére grasse . "'—\ ' de matiére grasse
= iy

ncinérateur

herbe de 1 450 pg/g. de 142 pg/kg de 150 4 400 pg/kg
de matiére séche dﬁ poids corporel de poids corporel

{dasé quotidiem;z.d.:mﬂ:ée]

SSTC, le 22 janvier 2002




Exposition humaine aux dioxines

Absorption journaliere = 50 - 200 pg TEQ/jour (pour un
de 60 kg = 1-3 pg/kg/jour)

N.B.: si oninclut les PCBs “ dioxin-like” —> 2 a 3 fois
plus!

Absorption journaliéere pour nourris au sein :
jusqu’a 2 fois plus.

Mais : depuis fin 80, émissions reduites d’ un facteur 2 sur
7 ans dans certains pays.

SSTC, le 22 janvier 2002




ADbsorption journaliere tolérable
(selon I’OMS : Organisation Mondiale de |la Sant€)

Doses sans effets chez |’animal |e plus sensible (DSE)
selon |’OMS::

10 - 40 pg/kg/jour
Absorption journaliere tol érable pour I’ homme selon
I’OMS :

1 - 4 pg/kg/jour
mais certains effets toxiques possibles dgja a 2-6
pa/kg/jour ! —> il faut réduire | * exposition

SSTC, le 22 janvier 2002




ADbsorption journaliere tolérable
(selon I’ EPA : Environment Protection Agency - USA)

0006 pay/la/Moun

— Rappd : I’ exposition est de 1-3 pg/kg/jour pour un
adulte de 60 kg dans les pays industrialisés

SSTC, le 22 janvier 2002




L e probleme des normes

Sensibilité tres variable entre les especes.
Extrapolation des effets aux faibles doses.

DJA = 0,006 pg/kg DJA =1- 4 pgkg
Difficulté d’ interpreter les donnees chez I’ homme.

Probleme de I’ integration desPCBs* dioxin-like’ dans les
normes dioxines.

SSTC, le 22 janvier 2002




Type de polluant

PCDD/F= s des17
congéneres exprimee en
égquivalents toxiques de
I’ Organisation Mondiale
delaSante FET-OMS
(1997)

SSTC, le 22 janvier 2002

L es Normes

Aliments pour animaux

1. Pulpe d’'agrumes
2. Argiles kaolinitique
3. Matiére grasse animale
(> 25% de matiére grasse)
4. Autre produits d’ animaux
terrestre ( < 25% de matiere
grasse)

. POISsons, autres animaux marins
(<25% de matiere grasse)

7. Huile végétale et sous-produits

8. Aliments pour poissons

L ACART]

Norme

0.5ng-TEQ/Kg
0.5ng-TEQ/Kg
2ng-TEQ/KgMG

0.5ng-TEQ/Kg

.0 Ng- g

1 ng-TEQ/KgMG
3ng-TEQ/Kg




Contribution des PCBs coplanaires au
TEQ

PCDD/Fs cPCBs
Mean Range % Total Mean Range % Total
Matrices |pg TEQ/g fat| pg TEQ/g fat] TEQ | pg TEQ/g fat| pg TEQ/g fat| TEQ
Foodstuffs
Pork 0,13 [0,1-0,2] 76 0,04 [0-0,1] 24
Bovine 1,9 [0,3-4,1] 43 2,5 [1,3-6,0] 57

Poultry 0,3 [0,1-0,6] 39 0,5 [0,3-0,8] 61
Eggs 3,6 [1,2 - 7,6] 60 2,3 [0,7 -3,8] 40
Horse 5,8 [3,3 - 10,3] 34 11,5 [7,5 - 14,7] 66

Milk 1,4 [1,4 - 1,5] 46 1,7 [1,6 - 1,7] 54
Dairy fat 0,5 [0,3-0,8] 8 6,3 [3,5-7,7] 92
Cheese 1,6 [1,6 - 1,7] 50 1,6 [1,4-1,7] 50
Marine

Sperm whale 285,9 - 44 362,9 - 56
Mackerel 51,6 - 17 257,3 - 83
Prawns 42,5 [38,1 - 45,8] 43 56,8 [48,6 - 63,2] 57
Human
Serum 13,2 [5,4-19,7] 83 2,8 [1,2 - 4,5] 17

SSTC, le 22 janvier 2002




Contribution des PCBs coplanaires au
TEQ

PCDDIFs PCDD/Fs
60% 76%

Prawns Mackerel

PCDD/Fs
17%

PCDD/Fs
43%

SSTC, le 22 janvier 2002




M éthodes d’ analyse

= Méthode deréférence : Chromatographie en phase gazeuse
couplée ala spectromeétrie de masse a haute resolution
(HRGC/HRMS)

= |ndicateurs biologiques:
- Anticorps specifiques aux PCDD/Fs (EIA)
- CALUX
- EROD

= Méthode alter native : Chromatographie en phase gazeuse
coupl ée a la spectrométrie de masse en tandem (GC/MS/MYS)

SSTC, le 22 janvier 2002




Méthode de réféerence

L a méthode est basée sur la haute résolution de la
separation chromatographique dite congénere
specifique

Elle basée sur |a haute résolution de la détection par
spectromuétrie de masse pour eviter les interférences

Elle est basee pour la quantification sur la dilution
isotopique: dopage par standard marqué 12C13

Elle est basee sur I’ existence d’isotopes du chlore qui
permettent |a confirmation:

€ unchlore: 2 pics: 35 et 37

€ (quatre chlores: 4 pics 4X35, 3X35 +37, 2X35+2x37

SSTC, le 22 janvier 2002




GC/HRM S

Technique de dilution isotopique pour |’identification et |a
guantification des PCDD/Fs

FLle:PCDDlBl #1-774 Acq: B8-MAY-1999 23:20:39 GC»File:PCDD131 ¥1-774 Acq: B8-MAY-1999 23:20:39 GC»
355.8546 S:5 F:2 SMO(2,3) PKD(3,3,3,0.50%,0.0,0»357.8517 §:5 F:2 SMO(2,3) PKD(3,3,3,0.50%,0.0,0»|
Sample Text:JefBE3SoxT File Text:dioxine Sample Text:JefBE38SoxT File Text:dioxine

100%;‘ A3 '/\7E6 F4'4E5 100%_' A2 '/\4E6

90 4.0E5 920.
80 3.5E5 80. 2Al.8E6
3.1E5 70
2.6E5 )
2.2E5
1.8E5
1.3E5
8.8E4

— —— t0.0E0 o e — — F0.0EO0
38:00 39:00 . Time 38:00 39:00 Time
File:PCDD131 #1-774 Acqg: 8-MAY-1999 23:20:39 GC»File:PCDD131l #1-774 Acq: B8-MAY-1999 23:20:39 GC»
367.8949 S:5 F:2 SMO(2,3) PKD(3,3,3,0.50%,0.0,0»369.8919 S:5 F:2 SMO(2, 3) PKD(3,3,3,0.50%,0.0, 0»|
Sample Text:JefBE3SoxT File Text:dioxine Sample Text:JefBE3SoxT File Text:dioxine

100 A9.4E5 1.2E5 A5.6E5 8.0E4

201 - 1.1E5 7.2E4
80 9.6E4 6.4E4
70 8.4E4 5.6E4
7.2E4 E 4.8E4
6.0E4 - 4.0E4

.8E4 3.2E4

. 6E4 2.484

.4E4 E1.6E4
1.2E4 8. 0E3
0.0E0

T ¥
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Methodes de préparation des
échantillons

Facteur de concentration tres important
(de 200 grs a ggues microlitres), la préparation
des echantillons est donc un point essenti€l

« Extraction
 Purification
II_> Etapes particuliérement importantes & optimiser

SSTC, le 22 janvier 2002




Pourguoi des methodes alternatives ?

o Codt
 Difficulté de |’ anayse (nombre d’ échantillons, délais)
* Manque d étendue de la plage des composés analysés

SSTC, le 22 janvier 2002




M écanisme d’ action des dioxines

MECANISME D'ACTION DES DIOXINES

“callule

; récepleur \\ »

: ]
\ -
™
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M éthodes biologiques de screening
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the same binding site on the antibody; inhibition of enzyme
conjugate binding varies according to the crossreactivity of each concentration
molecule with l]gu antibady
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M éthodes biologiques de screening
(CALUX)

Fig.4 . REGULATION GENERALE DES GENES DAY METABOLLSME DES XEMOBIOTIOUES
L présence de dioxines &t le point de depan de | actranon des genes régabes par les cleinens XRE. Suite 1 la
ligison aves won ligand, le récepeenr AR s¢ détache de la proténe Hsp 90 penctre dans fe moviu el se lie @k
protéine At Cest ce complexe g s¢ fixe a I'édément XRE

SSTC, le 22 janvier 2002
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M éthode physico-chimique alternative:
laMS/MS

Activation par collisions

4

Deux spectrometres en serie ou utilisation
en série du méme spectrometre

Ameélioration du rapport signal sur bruit

SSTC, le 22 janvier 2002 Mm




M éthodes Alternatives: QIT MS/IMS

Pourquoi ?
= Réduction du colt d’ analyse
= Appareillage moins complexe

Comment ?

= Dilution isotopique

= |solation des ions parents et fragmentation par CID
Suivi de 2 ions parents (12C et 13C) par MRM
Formation d ’ionsfilles par perte spécifique de
COCI
Dosage effectué sur 2 ions pour les 12C et
les 13C afin de vérifier les rapports isotopiques

SSTC, le 22 janvier 2002




Corrélation HRMS-MS/MS dans le cas
d’ échantillons réels de cendres

R2=0.99
Slope=1.01

G
o
e
|—
(@)
=
0
=
x
T

5000
MS/MS (pg TEQ/Q)
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Comparaison entre MS/MS, HRM S et EIA

SSTC, le 22 janvier 2002
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Résumé

Surévaluation par les tests biochimiques

 Faux positifs «——  marge de securité
En cas de positifs par test biochimique, nécessité de
recommencer la préparation de I’ échantillon pour |’ analyse

par spectromeétrie de masse.
Bonne corréation entre MSMS-HRM S

MS/MS peut étre utilisee pour la quantification des
dioxines dans les matrices « inorganiques »

QuU’ en est-il des matrices complexes ?

SSTC, le 22 janvier 2002




Utilisation de la MS/M S pour |les matrices
biologiques ?

e LaMS/MS est laméthode accréditée (BELTEST) au
CART pour I’ analyse de routine des PCBs dans |es denrees
alimentaires.

Rem : La SM est imposée en confirmation par e Ministére de
I” Agriculture pour I’ analyse des PCBs dans les denrées alimentaires.

« Extension al’analyse des dioxines ? Besoin de gain de

sensibilite efficacité de piegeage, d’ activation, injection
large volume ou GC rapide

SSTC, le 22 janvier 2002




Matrices complexes

e premier probleme a résoudre dans |es matrices
complexes est celui de leur diversité

Matrices grasses
Matrices moins grasses. sang (animal et humain), lait

Matrices non grasses: vegétaux, sediments, charges
minerales...

SSTC, le 22 janvier 2002




Extraction

Préparation:decoupe, homogenéisation, lyophilisation. ..

Soxhlet
Prélevement,sols SFE Micro-ondes
au toluene Cendres volantes Graissg, lait,
Lait en poudre au CO,+ toluene Cendres,sols
DCM/pentane 1:1

SPE ASE
Cartouche C18 Graisse a hexane
Sang, lait Sols,sédiments
au toluene

purification

SSTC, le 22 janvier 2002




Purification

GPC ou colonne de silice haute capacité pour les
echantillons de graisse
Purification sur colonnes:

silice acide, neutre et basique

Alumine

Charbon actif avec reverse flow

méthode automatisée a plusieurs echantillons en
parallele (PowerPrep™ )

ou HPLC

SSTC, le 22 janvier 2002




High Capacity Disposable
Silica Columns (HCDYS)

Pourquoi ?: supprimer laGPC
augmenter le nombre d’ échantiloons
simplifier le clean-up

Comment ?: 28g acidic, 16g basic, 6g neutral
Disposable
Intégration dans le circuit PwP

SSTC, le 22 janvier 2002
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Echantillons liquides

SSTC, le 22 janvier 2002




Séparation chromatographique

e Choix delacolonne:
— environnement sp 23-31, 60 m
— Matrices bio: db-5, 30 m
— Colonnes « courtes » pour des runs de screening

SSTC, le 22 janvier 2002




Assurance qualité

|nsertion de blancs, blancs de solvant et controle qualite
(interne ou matériau de réference) par série de 10
échantillons

Utilisation de standard de recovery
Controle des temps de rétention
Contrdle des abondances isotopigques
Linearité, facteurs de reponse (RRF)
Ring tests

SSTC, le 22 janvier 2002




QC Chart
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Reference Material (RM 534)

B Assigned
m Measured

pg/g powder

ﬁ“ﬁ“ﬁ

Q Q o<< OQ
& oy & & S

Q ~2\+

RSD ~5%  Justesse [90-110%)
SSTC, le 22 janvier 2002 %




M éthode alternative QITMS/MS

| PTV-LV GC/MS/MS
H Splitess GC/HRMS

SSTC, le 22 janvier 2002 Mm




Nouvelle approche pour les dioxines et
furannes

Mean Mean
1,2,3,7,8-PeCDD 2,3,4,7,8-PeCDF Sum SD Range
Beef 26 45 71 3 [ 68-74 ]
Veal 39 35 74 n.a. n.a.
Pork 39 36 75 11  [68-83]
Lamb a7 34 77 9 [ 71-84 ]
Horse YAS) 36 65 9 [ 56-73 ]
Chicken 21 46 67 2 [ 65-69 ]
eggs 22 43 65 n.a. n.a.
cheese 23 50 73 n.a. n.a.
Creme 62 16 78 n.a. n.a.
Butter 19 59 78 1 [ 77-78 ]
Milk 25 43 68 10 [51-79]
Prawn 13 42 55 n.a. n.a.
Trout 16 41 57 n.a. n.a.
Salmon 21 41 62 n.a. n.a.
Mackerel 13 30 43 1 [ 42-44 ]
Herring 28 46 74 n.a. n.a.
Plaice 24 49 73 n.a. n.a.

SSTC, le 22 janvier 2002 DT
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Probleme des échantillons marins

Contribution au TEQ des différents congeneres

~ 16% 4%

p

‘
84 9% Terrestrial

SSTC, le 22 janvier 2002




Inclusion des cPCBs dans |le screening
Fast GC QTOFMS

326+328+338+340
—320+322+332+334
—304+306+318+320
—360+362+372+374
354+356+368+366
—338+340+350+352

%
o
=
=
O
O
c
o
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Evaluation des Tests biochimiques

Sengbilité limite

Clean up difficile (fonctionnent dans |’ eau ou solvants
polaires)

Surtout intéressants en cas de tres grandes series a
mesurer simultanément (incompatible avec 2)
Calibration indépendante (pas de standard interne)

Réponse en TEQ incluant tous les polluants, difficile a
adapter a une modification de norme

Pas de pattern

SSTC, le 22 janvier 2002




Mise en ceuvre d’ une strategie globale

Objectif qualitatif

Dépend de la question posée <

Extraction et clean-up automatisés

Méthode d’ évaluation globale de toxicité: bioessai
M éthode smi-quantitative (ou échantillon
contaminegs):QIT-MSMS

Méthode précise: HRGC-HRM S
En développement: FastGCTOF

Objectif quantitatif

SSTC, le 22 janvier 2002




