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Introduction

Depuis quelques années, des avancées significatives ont été réalisées dans le
domaine de I'analyse des dioxines. L'utilisation combinée de nouvelles techniques
d'extraction [1] et de clean-up [2,3] ainsi que les derniers développements dans le
domaine de la spectrométrie de masse [4] ont rendu possible le développement de
stratégies intégrées. Les méthodes de référence nécessitent encore un intense travail
de préparation des échantillons ainsi que des spectrometres de masse haute
résolution extrémement codteux (HRMS) qui ne sont disponibles que dans des
laboratoires tres spécialisés, ce qui limite le nombre d'échantillons a étudier dans
une fourchette de colt acceptable [5]. Pour étre en mesure de traiter un plus grand
nombre d'échantillons, il est nécessaire de simplifier les procédures (protocoles) ou
de valider des méthodes alternatives. Dans ce domaine, les principaux critéres sont
1) la rapidité, 2) le screening et 3) le faible codt.

Présentés comme des outils potentiels pour le screening, les essais biologiques
(sur la base d*anticorps ou de réponse cellulaire) ont monopolisé I'attention au cours
de ces dernieres années du fait de I'émergence de toute une Dbatterie
d'immunoessais et de bioessais présentant des avantages et des inconvénients [6].
Les avantages de ces essais sont non seulement leur faible colt (généralement 5 fois
meilleur marché que les HRMS classiques) mais également le fait qu'ils offrent la
possibilité de traiter plusieurs échantillons en paralléle. Toutefois, étant donné que
les essais peuvent étre aussi activés par d'autres substances chimiques présentes
dans le mélange dans une concentration souvent plus importante que celle des
analytes, des étapes complémentaires de préparation des échantillons sont toujours
nécessaires pour réduire les risques de faux positifs et c'est la le goulet
d'étranglement de la procédure. De plus, ils entrainent de délicats échanges de
solvants étant donné que les essais doivent étre réalisés dans un milieu aqueux [7].
La réactivité croisée des différents congéneres (sur base de la 2,3,7,8-TCDD) peut
considérablement modifier les valeurs TEF. Sachant que, pour de nombreuses
matrices, l'estimation définitive du TEQ repose uniquement sur la contribution
relative de quelques congéneres, ces disparités concernant le TEF peuvent entrainer
des incertitudes quant a I'estimation du TEQ.

En ce qui concerne le développement de ces méthodes biologiques, les progres
réalisés dans le domaine des outils d'analyse physico-chimiques ont atteint un
niveau digne d'intérét [8]. Il était des lors devenu intéressant d'évaluer leurs
possibilités en termes de screening des dioxines sur base de congéneres
sélectionnés [9].

Discussion

Certaines tendances se dégagent en passant en revue la littérature récente dont
nous disposons au sujet de la distribution des congéneres dans les matrices
alimentaires et humaines.. Il semblerait que, pour les centaines d'échantillons
évalués, la 1,2,3,7,8-PeCDD et la 2,3,4,7,8-PeCDF contribuent majoritairement au
TEQ-OMS (Tableau 1). Ces contributions relatives apparaissent de fagcon quasi
constante pour tous les types de matrices.



Tableau 1 : Contributions relatives (%)de congéneéres penta sélectionnés.

Moyenne Moyenne
Matrice 12378PeCDD 2347.8PeCDE Somme DS Intervalle References
alimentaires
Boeuf 26 45 71 3 [ 68-74] 10-12
Veau 39 35 74 na. n.a. 10
Porc 39 36 75 11 [68-83] 10-12
Agneau 47 34 77 9 [71-84] 10,12
Cheval 29 36 65 9 [ 56-73] 10-12
Poulet 21 46 67 2 [ 65-69 ] 10-12
Qeufs 22 43 65 n.a n.a 11
Fromag 23 50 73 na. n.a. 11
Créme 62 16 78 n.a. n.a. 12
Beurre 19 59 78 1 [77-78] 11,12
Lait 25 43 68 10 [51-79] 11-18
Crevett 13 42 55 na. n.a. 12
Truite 16 41 57 n.a n.a. 12
Saumon 21 41 62 n.a. n.a. 19
Maguereau 13 30 43 1 [ 42-44] 11,15
Hareng 28 46 74 na. n.a. 15
Plie 24 49 73 n.a. n.a. 15
Riz 26 11 37 na n.a. 20
Orge 28 19 47 na. n.a. 20
Haricot 32 8 40 n.a. n.a. 20
Epinards 36 22 08 o [ D462 ] 21
Humain
Sang 29 26 55 10 [37-70] 11,22-37
Lait 32 31 63 11 [45-78 1 13232431 32 33

n.a. : [NDT : not applicable] Ne s'applique pas en raison du nombre limité de données disponibles sur la
distribution des congénéres.

Les écarts types sont relativement faibles pour tous les types de matrices, ce qui
indique que ces contributions sont proportionnellement bien représentatives de la
situation générale. Cette constatation entraine différentes conséquences, 1) il est
absolument nécessaire qu‘un outil de screening soit en mesure de prendre en
considération ces deux congéneres avec le plus de précision possible, 2) ces deux
congéneres peuvent étre utilisés comme “congénéres de screening” pour effectuer
un premier tri des échantillons avant de réaliser une analyse adéquate par HRMS.
Etant donné que les outils biologiques offrent parfois des facteurs de réponse
relative (particulierement pour ces deux congéneres) qui ne correspondent pas aux
valeurs TEF-OMS [39] et que ces essais ne donnent qu'une réponse globale, il
conviendrait d'utiliser un autre outil. Sachant que méme pour des essais, une
méthodologie adéquate de clean-up s'impose, on peut envisager d'utiliser la GC
pour séparer les congénéres analysés et le détecteur sensible de la MS pour le
screening. De récentes améliorations apportées a la sensibilité des spectrometres de
masse tandem avec stockage d'ions quadripdles (QISTMS) en font de précieux
détecteurs [40,41,42]. Leur fonctionnement est simple, leur codt est raisonnable,
leur limite de détection en mode de dilution isotopique est faible (picogrammes) et
ils permettent d'effectuer des calculs du taux de récupération sans aucun probleme
de compatibilité standard. En utilisant les paramétres adéquats et aprés avoir limité
I'essai GC dans le temps, les analyses peuvent étre effectuées trés rapidement. La
Fig. 1 montre un exemple d'essai rapide (temps de cycle de moins de 10 min)
obtenu par un spectrométre de masse de paillasse a stockage d'ions couplé a un
systeme GC classique (A:1,2,3,7,8-PeCDF, B:2,3,4,7,8-PeCDF, C:1,2,3,7,8-PeCDD).

Afin d'éviter la production de faux-négatifs, un screening réalisé en toute sécurité
utilisera la valeur moyenne de la somme des deux PeCDD/Fs comme valeur
représentative de chaque type de matrice avec une certitude de 20 %. Le calcul a
partir des quantités obtenues permettra d'évaluer le TEQ-OMS total et par la suite



d'effectuer I'analyse complémentaire avec I'HRMS. L'élément essentiel ici est que
les échantillons qui doivent étre injectés par la suite dans le
HRMS sont déja disponibles, et qu'ils ne nécessitent aucune
A B préparation supplémentaire avant I'injection, ce qui améliore
fortement la rapidité et le colt moyens de la procédure. Si
I'on considere le contrdle global de cette méthode de
screening, comme dans le cas des essais [43], une certaine
guantité (10%) d'échantillons déclarés négatifs peuvent étre
systématiquement confirmés par le HRMS. La fiabilité de
cette approche fait actuellement I'objet de recherches et il
est déja établi qu'une telle stratégie ne produirait pas plus de
faux-négatifs que les autres méthodes de screening.
| En plus d'un temps d'analyse GC-MS rapide, un clean-up
automatisé permet de préparer en peu de temps un grand
4 3 nombre d'échantillons en parallele. Par exemple, la
Fig. 1 : PeCDD/Fs (min) procédure globale concernant les échantillons de lait peut
étre réalisée en quelques heures pour des lots de 10
échantillons, ce qui permet également d'isoler les PCBs et les
fractions de pesticides persistants.

Nous projetons d'adapter cette stratégie aux matrices marines. Le clean-up est bien
évidemment I'étape clé sur laquelle nous devons concentrer tous nos efforts, étant donné
gue c'est cette étape qui déterminera la majeure partie du codt du screening. Une
méthode alternative prometteuse est pour nous l'utilisation de cartouches en phase solide
(SPE) a usage unique et pré-conditionnées qui peuvent étre facilement combinées pour
produire des extraits propres [44]. L'optimisation ainsi que la transposition de cette
méthode vers des systemes automatisés utilisant la nouvelle technologie 96-well SPE pour
la préparation des échantillons a traitement rapide, sera ensuite aussi réellement adaptée
aux bioanalyses avec micro-plaques pour le screening de nombreux échantillons en
paralléle.

—
I

—

Conclusions

La capacité de screening est I'un des critéres les plus importants pour I'analyse de
grandes quantités d'échantillons car cela permet de réduire le temps consacré au
traitement des échantillons contenant des quantités d'analytes négligeables. Toutefois,
étant donné que l'analyse de traces de dioxines nécessite une procédure de clean-up
complexe, les outils biologiques capables de traiter un grand nombre d'échantillons ne
sont actuellement pas suffisamment exploités. La production d'un tel nombre
d'échantillons doit inclure des procédures simples et/ou automatisée pouvant produire
ensuite des extraits présentant des niveaux de propreté compatibles avec la GC.
L'approche suggeérée ici repose sur le screening out des échantillons négatifs, avant que ne
soit effectuée une colteuse analyse GC-HRMS, et utilisant la quantification de congéneres
représentatifs sélectionnés, isolés par clean-up automatisé et analysés par FGC-QISTMS.
Cette méthode offre des possibilités tres diverses, les “congénéres screenés” sont toujours
représentatifs de différents types de contamination (la TCDD peut étre ajoutée si
nécessaire) et la corrélation entre leur concentration et le TEQ est plus facile a établir que
dans le cas de I'analyse du marqueur des PCBs pour I'évaluation des taux de dioxine
présents.

Cette stratégie peut étre envisagée comme étant une méthode de screening physico-
chimique “spécial dioxines” d'un bon rapport codt-efficacité complémentaire a un
puissant outil biologique capable d'estimer la toxicité totale de mélanges complexes de
grands nombres de différents hydrocarbures aromatiques halogénés contenus dans les
échantillons.
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