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1 Introduction.

Le laboratoire de spectrométrie masse de 1'Université de Liége dispose de 1'expérience et de I'équipement
nécessaire a I'analyse de micropolluants organiques. Dans le cadre de I'appel a propositions du programme
"Gestion durable de la Mer du Nord", les objectifs étaient de développer des méthodes d'analyse des
micropolluants organiques et la recherche de biomarqueurs.

En concertation avec les laboratoires intéressés par notre projet, nous avons commencé par mettre au point des
méthodes d'analyses des dioxines, furannes (2,3,7,8-PCDD/F) et PCB coplanaires dans les matrices marines.
D'une part, ces composés dits "dioxin-like" présentent une toxicité importante a faible concentration, dont les
effets chez les animaux sont diversifiés (effets sur les systemes endocrinien, reproducteur, immunitaire, etc.).
D'autre part, on sait que les organismes marins, en particulier les mammiferes, présentent des niveaux tres élevés
en ces contaminants. Enfin, il existait un manque évident de données pour ce qui concerne la Mer du Nord, entre
autres au niveau des produits de la péche (poissons, crustacés et mollusques), qui concernent directement la santé
humaine. Notre objectif majeur était de mettre au point une méthode fiable, rapide et peu onéreuse, permettant de
faire ces mesures dans différents organismes vivants.

Au cours de la premiére année de ce travail est survenue la "crise de la dioxine". Cet événement a mis en avant
les craintes des consommateurs vis-a-vis de ces composés et les risques liés a leur ingestion. Dans ce cadre, notre
laboratoire a regu, avec la méthode mise au point dans le cadre du présent projet, un agrément pour les mesures

~ dans les graisses d’origine animale. Par la suite (novembre 2000), le laboratoire a été audité par I’organisme
BELTEST en vue de mesures dans ce type d’échantillon.

Par ailleurs, une demande existe pour I'analyse de ces composés "dioxin-like" dans le cadre de I’étude de leur
répartition en Mer du Nord. Dans cette optique, nous avons également entrepris la mise au point de méthodes
d'analyse dans les sédiments et certains organismes benthiques (Astéries).

Nous avons tout d’abord mis au point et optimisé des techniques de préparation d’échantillon (homogénéisation,
extraction, purification) rapides et automatisées. Etant donné les ordres de grandeurs recherchés (de 1’ordre du pg
(10'12 g) / g de produit), la mesure est réalisée par spectrométrie de masse de haute-résolution ("HRMS"). Le
laboratoire a également porté ses efforts sur le développement de méthodes d'analyse alternatives, rapides et
moins coliteuses, susceptibles d'étre utilisées lors d'un programme de monitoring a plus grande échelle. Il s'agit
d'une part de méthodes biochimiques de détection des composés "dioxin-like" (tests d'immuno-affinité), et
d'autre part de la spectrométrie de masse en tandem ("MS-MS").

2__Synthése du rapport d’activités de la premiére annéee.

En raison du manque de données sur les composés "dioxin-like" en Mer du Nord, il avait ét€ décidé de focaliser
nos travaux sur ceux-ci. Nous avons mis au point une méthode de d’analyse des PCDD/Fs et cPCBs dans les
matrices biologiques grasses qui peut étre résumée en 5 étapes :

1. Cryo-homogénéisation et lyophilisation.

2. Extraction par technique « Accelerated Solvent Extraction », en abrégé « ASE », automatisée, en lieu et place
du Soxhlet.

3. Pré-purification par Gel Permeation Chromatography « GPC » semi-automatisée.



4. Purification par élution automatisée sur trois colonnes chromatographiques successives (robot "Power-Prep" a
colonnes jetables (silice, alumine, charbon) , FMS, USA), en lieu et place de deux colonnes préparées au
laboratoire.

5. Concentration finale et analyse par GC/HRMS (colonne DB5-MS 30m).

Quelques échantillons ont fait I'objet d'analyses qui se sont avérées concluantes.

3 Objectifs fixés pour la seconde année.

1. Terminer l'optimisation de la méthode d'analyse d’échantillons biologiques et valider la méthode.

3. Implémenter au laboratoire une technique de détermination lipidique.

4. Mettre au point une méthode d'analyse d’échantillons de sédiments.

5. Réaliser des analyses sur différents types de matrices biologiques.

6. Etudier la possibilité d’appliquer des méthodes d’analyse alternatives plus rapides et moins cofiteuses.

4 Optimisations sur 1a méthode d'analyse des tissus biologiques et validation.

4.1 Optimisation de la colonne de GPC.

Nous avons décrit dans notre premier rapport la mise au point d’un systéme de pré-purification par « Gel
Permeation Chromatography », « GPC ». Un systéme de chromatographie en basse pression semi-automatisé a
été implémenté au laboratoire.

Suite & nos essais, une compression supplémentaire de la phase de la colonne GPC (70 g de « Bio-Beads S-X3 »,
Bio-Rad, USA) a été réalisée, en ajustant les plongeurs a une hauteur de 39cm (diamétre interne : 2,5 cm). De
cette maniere, le volume mort en téte de colonne a été completement supprimé. Le chargement de 1'échantillon
(jusqu’a 4,2 g de graisse dans 10 ml de solvant) a S ml/mn a été maintenu. Les taux de réapparition du standard
interne sont compris entre 60 et 100 %. La colonne permet ainsi de traiter au moins une soixantaine
d’échantillons de graisses animales de toutes origines sans changement de phase.

En outre, la technique de GPC est intéressante dans la mesure ou I'élution des micro-polluants organiques ciblés
est indépendante de la matrice. C’est la raison pour laquelle nous envisageons de 1’utiliser pour le traitement
d’échantillons de sédiments (cf point 6.3)

4.2 Validation de la méthode.

4.2.1 Validation sur échantillons de controle qualité « Home made ».

La méthode d’analyse décrite (GPC/Powerprep/GC-HRMS) a été validée pour I'analyse de PCDD/Fs dans les
graisses animales. Pour ce faire, un échantillon de contrdle de la qualité ("QC") a été réalisé au laboratoire, par
dopage de 500 g de graisse de beeuf avec une quantité connue de PCDD/Fs. Cette graisse dopée a été
homogénéisée puis aliquotée en une centaine d’ampoules contenant chacune environ 4g de graisse. Ces
échantillons de « QC » sont analysés régulierement avec les échantillons de denrées alimentaires, afin de suivre
’évolution de la précision des résultats rendus. Pour ce faire, les résultats de QC (total TEQ / g graisse) sont
inclus dans une carte de contrdle dans laquelle apparaissent les intervalles de confiance 4 95 et 99 %.







































































































































































































































