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RESUME

Le plasma & couplage inductif relié a la spectrométrie de
masse (Inductively Coupled Plasma - Mass Spectrometry ou
ICP-MS) associé a une préparation rapide de 1'échantillon
permet le dosage de nombreux métaux dans les milieux bio-
logiques. Les dosages de plomb dans le sang total, de sélé-
nium, de cadmium et de manganese dans le sérum, et de
plomb, de cadmium, de manganése et de nickel dans l'urine
sont réalisés en ICP-MS (Agilent 7500a). Tous les préléve-
ments sont dilués dans une solution acide contenant de I'aci-
de nitrique & 1 %, du triton X et du butanol-1 en pourcen-
tages variés. Pour chaque élément étudié, les courbes de
calibration permettent de décrire des relations linéaires (r >
0,99). Les répétabilités et les fidélités intermédiaires sont
toutes satisfaisantes avec des coefficients de variation com-
pris entre 1,09 % pour le plomb dans les urines et 4,22 %
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SUMMARY

Inductively Coupled Plasma - Mass Spectrometry (ICP-MS}.
with fast sample preparative procedure allows determination
of numerous metals in biological fluids. Determinations of
lead in whole blood, selenium, cadmium, manganese in
serum and lead, cadmium, manganese and nickel in urine
are described in ICP-MS (Agilent 7500a). All the samples
were diluted in acidic solution with nitric acid (1 %), triton
X and butanol-1 in different proportions. For each metal,
calibration curves described linear relationship (r>0.99).
Repeatabilities and intermediate fidelities are all satisfacto-
ry with RSD values between 1.09 % (for lead in urines) and
4.22 % for manganese in serum. The limits of detection are
estimated to be between 0.01 ug/L for cadmium in urine and
0.14 pg/100 ml for lead in whole blood We described
methods with good precision and they are applied to refe-
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pour le manganése dans le sérum. Les limites de détection
vont de 0,01 ug/L pour le cadmium dans les urines a 0,14
ug/100 ml pour le plomb dans le sang total. Les différentes
méthodes décrites sont précises et ont été appliquées avec
succes a différents milieux biologiques de référence.
L’ensemble de ces résultats montre que des techniques
rapides de préparation de I’échantillon comme de simples
dilutions isotopiques, couplées a I'lCP-MS peuvent étre uti-
lisées en routine pour le dosage spécifique de certains
métaux comme le plomb, le sélénium, le cadmium, le man-
ganése ou le nickel. Ce sont des méthodes précises et qui
apparaissent plus sensibles que les techniques en spectro-
photométrie d’absorption atomique classiquement utilisées
pour ces dosages. Ces méthodes sont également tout a fait
utilisables avec des dilutions d’échantillons plus impor-
tantes, dans les cas d’intoxications mettant en jeu des
concentrations plus élevées. Avec de telles méthodes, I’1CP-
MS devient un outil performant dans les différents domaines
de la toxicologie.

MOTS-CLES

Plasma a couplage inductif, spectrométrie de masse, métaux.

Introduction

L’évolution récente du plasma & couplage inductif relié
a la spectrométrie de masse (Inductively Coupled
Plasma - Mass Spectrometry ou ICP-MS) représente un
apport intéressant en biologie clinique ainsi que dans le
domaine de la toxicologie. 1! est devenu un outil puis-
sant pour le dosage d’un ou de plusieurs métaux dans
les échantillons biologiques (1). Il apparait ainsi
comme une technique idéale en toxicologie profession-
nelle et environnementale pour 1’analyse de certains
éléments dans des populations professionnellement
exposées ou dans des groupes de populations générales
(2-4). Son intérét en toxicologie clinique ou médico-
légale dans des cas d’intoxications aigués est égale-
ment trés important.

Actuellement, I'ICP-MS est 1’une des techniques ana-
lytiques les plus sensibles existantes pour le dosage
individuel d’éléments a 1’état de traces dans les milieux
biologiques. Son intérét est également li€ a la possibi-
lité du dosage simultané de I’ensemble ou d’une partie
de ces éléments (5-7). Il combine ainsi les avantages
d’un dosage multi-élémentaire, déja connus par ICP-
AES (ICP couplée a une spectrométrie d’émission) (8)
et les performances en terme de sensibilité de la spec-
trométrie d’absorption atomique en four graphite
(SAA-GF). L'ICP-MS permet méme d’atteindre des
niveaux de sensibilité jamais égalés par la SAA-GF. A
c6té de PICP-AES qui peut étre utilisé pour le dosage
d’éléments présents a des concentrations relativement
élevées (alcalins, alcalino-terreux, fer, zinc, cuivre par
exemple), I'ICP-MS semble la technique la plus adap-
tée au dosage d’une grande partie des autres €léments.

L'ICP-MS est la combinaison d’un plasma qui génere
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~ rence materials with satisfactory.

All the results suggest that a sample preparative procedure
like isotopic dilution coupled with ICP-MS can be used for
routine determination of metals as lead, selenium, cadmium,
manganese or nickel in different matrices. These methods are
precise and seem to be more sensible than absorption atomic
spectrometric ones, classically used. With higher dilutions,
they can be used for severe poisoning. With these methods,
ICP-MS become a performing tool in different fields of toxi-
cology.

KEY-WORDS
ICP-MS, metals.

des ions simplement chargés a partir des éléments d’un
échantillon et d’un spectrometre de masse de type qua-
dripolaire qui sépare les ions selon leur rapport
masse/charge. Il utilise classiquement un plasma d’ar-
gon, obtenu par atomisation et ionisation de I’élément
a une température de I’ordre de 7000 K. A cette tem-
pérature, plus de soixante dix éléments sont ionisés a
plus de 90 %. Un certain nombre d’éléments non

- métalliques ayant une énergie premiére d’ionisation

élevée (phospore, soufre, arsenic, sélénium) sont égale-
ment ionisés, mais en plus faibles proportions (entre 10
et 40 %) (3). '

De nombreuses méthodes de dosage d’éléments-traces
en ICP-MS dans des milieux biologiques variés (sang
total, urine, sérum, cheveux...) sont décrites dans la lit-
térature (1, 9-11). Les avantages de ces méthodes par
ICP-MS sont des temps d’analyse relativement courts,
des limites de détection basses et des précisions éle-
vées. Les méthodes de préparation d’échantillons se
veulent également de plus en plus courtes et simpli-
fiées pour une utilisation en routine de ces méthodes de
dosage.

L’intérét du dosage de ces différents éléments est décrit
depuis longtemps notamment dans le domaine de la
toxicologie professionnelle (12). Le tableau I décrit les
principales sources d’exposition et les origines de ces
différents éléments. Nous proposons plusieurs
méthodes de dosage de métaux a 1’état de traces dans
divers milieux biologiques : le dosage du plomb dans le
sang total, du sélénium, du cadmium et du manganese
dans le sérum, et du plomb, du cadmium, du mangane-
se et du nickel dans I'urine. Les différentes méthodes
de dosage décrites restent spécifiques a chaque élé-
ment, mais sont tout de méme similaires.
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Tableau I : Principales caractéristiques des métaux étudiés (d’aprés (14)).

Elément Origines et sources Valeurs population Valeurs guides de
d’exposition générale Pexposition
professionnelle utilisables
en France
Cd Alimentation, tabac Sang total :
se fixe a I’hémoglobine et < 5 pg/l fumeurs
a la métallothionéine < 1 pg/l non fumeurs
Toxique industriel Urine : < 2 ug/g créatinine Urine : 5 ug/g créatinine
Mn Oligo-élément essentiel 4 Urine : < 2 pg/g créatinine
I’activité de différentes enzymes
(métabolisme des protéines,
synthése du cholestérol...)
Toxique industriel
Ni Toxique industriel Urine : < 3 pg/g créatinine
Pb Saturnisme Sang total : < 10 pg/100 mL. | Sang total : < 40 pg/100 mL
Alimentation (eaux) Urine : < 25 ug/g créatinine
Toxique industriel et polluant | (plomburie spontanée)
de I’environnement
Se Oligo-élément essentiel Plasma : 60 2 120 pg/L
Alimentation
Toxique industriel
Anti cancérigéne ?

Matériels et méthodes

Réactifs et solutions étalons

Tous les réactifs utilisés sont de qualité pour analyse.
Ils ont été évalués et choisis pour ne pas contribuer a de
possibles contaminations des solutions de dilutions
(teneur pour chaque métal garantie inférieure a
0,00001 %). L’acide nitrique (65 %) a été obtenu chez
Riedel de Haén (Seelz, Allemagne), le 1-butanol
Rectapur chez Prolabo (Fontenay sous Bois, France) et
le Triton X 100 chez Sigma Aldrich (Steinheim,
Allemagne). L’eau utilisée est de I’eau désionisée.

Des solutions étalons de sélénium, plomb, manganese,
cadmium ou nickel a 1 g/LL ont été obtenues chez
Merck (Darmstadt, Allemagne). A partir de chacune de
ces solutions étalons, des solutions de travail ont été
préparées (concentrations de 10 ou 100 pg/L) apres
dilution dans les solutions acides de compositions
variées (détaillées dans le tableau II). Chacune de ces
solutions de travail est utilisée pour la calibration.

Différents controles ont été utilisés. Il s’agit des
controles Utak Labs (Valencia, USA) dans le sang total
pour le cadmium, dans le sérum pour le sélénium et le

manganese et dans 1’urine pour le plomb, le cadmium,
le manganese et le nickel, et de contrbles Seronorm
(Fumouze, Levallois-Perret, France) pour le sélénium
dans le sérum et le plomb dans le sang total.

Préparation de I’échantillon

Les contrdles et les échantillons a analyser sont dilués
(1:90ul:49, v/v)dans des solutions acides dont la
composition varie selon ’élément & doser (tableaux II
et IID).

Tableau II : Composition des solutions utilisées pour le
dosage des métaux en ICP-MS.

Flénient & doser Solution de dilution |
triton X 100 (%) butanol-1 (%) acide nitrique (%)
Cd (urine) 0,1 0.2 1
Cd (sang total) 0.1 0.5 |
Mn (sérum) 0.1 | |
Mn (urine) 0,1 1 l
Ni (urine) 0,1 0,2 l
Pb (sang total) 0,1 0,2 i
Pb (urine) 0,1 0,5 1
Se (plasma) (9) 0,1 0.8 1
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Tableau I : Linéarité des méthodes.

|§Element a doser Gamme Facteurde gfoefﬁcients de
CrT T d’étalonnage dilution des régression
~{ échantillons
Cd (urine) 0,25 -2 pg/lL 1/10 0,999
Cd (sang total) 0,23-2 ug/l vio - 0,999
Mn (sérum) 0,25-2pg/lL 1/10 0,999
Mn (urine) 0,25 -2 pg/L. 1/10 0,999
Ni (urine) 2-10pgl 1/10 0,999
Pb (sang total) (0,5 - 7 pg/100mL 1/10 0,999
Pb (urine) 5-20pg/L 1/50 0,999
Se (sérum) 1-40pg/L 1/10 0,999
Appareillage

Les analyses sont réalisées sur un plasma a couplage
inductif relié a la spectrométrie de masse, (ICP-MS
Agilent 7500a, Agilent technologies, Evry, France).
LICP-MS est pilotée par un systtme informatique
Chemstation Agilent 7500a. Les principales conditions
opératoires de I’ICP-MS sont résumées dans le tableau
IV. Tous ces parametres ont ét€ ajustés afin d’obtenir un
signal satisfaisant pour ’ensemble des éléments & ana-
lyser. Les échantillons dilués sont introduits directe-
ment dans le plasma par un nébulisateur de type
babington. Avant et aprés chaque injection, les tubu-
lures du systéme sont conditionnées par ringage avec
de I’acide nitrique a 1 %. | |

Tableau I'V : Paramétres instrumentaux de I’ICP-MS.,

Puissance de la torche 1300 W
Débit de I’argon pour I’alimentation du plasma 16 L/min
Débit de 1’argon auxiliaire 0 L/min
Débit de I’argon du nébuliseur 1,23 V/min
Masse spécifique utilisée pour chacun des éléments (m/z) | Cd 111

Mn 55

Ni 60

Pb 208

Se 82

Résultats

Le tableau IV montre pour chacun des éléments, P’iso-
tope choisi permettant la détection et le dosage. Tous
les parametres influencant le dosage ont été étudiés
pour chaque €élément. L'importance de la présence et du
pourcentage en triton X 100 et en butanol-1 dans la
solution acide ont été examinées. Différentes concen-
trations ont été testées entre 0 et 1 % pour le butanol-1
et 0 et 0,2 % pour le triton X 100. Il apparait comme
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impossible d’envisager le dosage des éléments dans les
différents milieux biologiques sans la présence de ces
deux composés organiques.

Aucune des méthodes de dosage décrites n’a nécessité
'utilisation d’un étalon interne. Des relations linéaires
ont été observées entre les réponses obtenues (en
nombre de coups par seconde) et les concentrations des
différents €léments. Leurs coefficients de régression
sont supérieurs a 0,999 pour chaque élément (voir
tableau III). Les limites de détection (Ldd) et de quan-
tification (Ldq) ont été estimées pour chaque élément a
partir de la mesure du bruit de fond d’une solution cor-
respondant a la solution acide servant a la dilution des
échantillons. Les Ldd et Ldq sont définies respective-
ment par la valeur moyenne de ce bruit de fond, mesu-
rée sur 30 échantillons & laquelle on ajoute respective-
ment 3 et 10 écarts type. L’ensemble de ces valeurs est
reporté dans le tableau V. La répétabilité et la fidéhté
intermédiaire ont été déterminées pour une concentra-
tion pour chaque élément (voir tableau V). Les résultats
sont tout a fait satisfaisants avec des coefficents de
variation exprimés en pourcentage compris entre
1,09 % et 4,22 %.

La précision de chaque méthode a été mesurée par la
mesure des coefficients de variation pour six mesures
de chaque élément dans des milieux de référence cor-
respondant a des contrdles de qualités externe. Les
résultats sont regroupés tableau VI.

Discussion

Nous proposons différentes méthodes de dosage en
ICP-MS du plomb dans le sang total, du sélénium, du
cadmium et du manganése dans le sérum, et du plomb,
du cadmium, du manganése et du nickel dans I'urine.
L’ensemble des résultats montrent qu’il existe une
excellente corrélation entre les réponses et les concen-
trations en métaux dans les trois types de milieux bio-
logiques. Pour chacun d’entre eux, les gammes réali-
sées en solution aqueuse et dans la matrice étaient
superposables, montrant 1’absence d’un effet de matri-
ce (données non montrées). Toutes les gammes ont
ainsi été réalisées simplement dans de I’eau en milieu
acide. Les valeurs des limites de quantification sont
toujours plus faibles que celles des valeurs de la popu-
lation générale (voir tableau I). L’utilisation de ces
méthodes de dosage pour des personnes exposées en
milieu professionnel est donc tout a fait adaptée.

Parmi les nombreuses méthodes décrites dans la littéra-
ture pour les différents éléments étudiés, I'ICP-MS pré-
sente I’avantage d’étre la plus sensible. Par exemple,
’ICP-AES ne permet le dosage du sélénium qu’avec
une limite de détection 20 fois plus importante que
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Tableau V : Paramétres de validation des méthodes de dosage des différents métaux en ICP-MS.

Elément a doser Ldd Ldq Répétabilité (%) | Fidélité intermédiaire (%)
(n=6) (n=6)
Cd (urine) 0,01 ug/L 0,03 ng/L 2,19 2,49
Cd (sang total) 0,02 pg/L. 0,03 ug/L 1,24 2,11
Mn (sérum) 0,06 pg/L 0,16 ng/L 3,49 4,22
Mn (urine) 0,06 pg/L 0,16 ug/L 3,68 3,77
Ni (urine) 0,16 pg/L 0,45 ng/L 1,94 3,29
Pb (sang total) 0,13 pg/100mL 0,14 pg/100mL 2,39 2,64
Pb (urine) 0,22 pg/L 0,30 ug/L 1,09 2,57
Se (sérum) 0,31 pg/L 1,00 ug/L 2,00 3,22
Tableau VI : Précision des méthodes de dosage en ICP-MS.
Elément & doser Contrdles Valeurs certifiées | Valeurs mesurées C(V (;7;)
. n=
Cd (urine) UTAK Urine 0,52 pg/L 0,50 pg/L 4,20
UTAK Urine 5,26 ug/L 5,33 ng/L 2,60
Cd (sang total) UTAK Whole blood 0,70 pg/L 0,68 pg/L 4,89
UTAK Whole blood 10,7 ug/L 10,3 ug/L 2,11
Mn (sérum) UTAK Serum 0,80 pg/L. 0,86 pg/L 5,72
UTAK Serum 2,40 pg/L 2,51 pg/L 7,87
Mn (urine) UTAK Urine 5,65 ng/L 5,77 ug/L 3,03
UTAK Urine 2,75 pg/L 2,86 ng/L 5,63
Ni (urine) UTAK Urine 2,50 pg/LL 2,42 ug/L. 1,94
UTAK Urine 40 pg/l. 39 ug/L 0,95
Pb (sang total) Seronorm Whole Blood 3,3 ug/100 mL 3,4 ng/100 mL 3,52
Seronorm Whole Blood 64,1 pg/100 mL 64,6 ng/100 mL 3,43
Pb (urine) UTAK Urine <5pg/lL 4,5 ug/L 1,49
UTAK Urine 157 pg/lL 135 pg/L 0,99
Se (sérum) Seronorm Trace Elements Serum 83 ng/L 84 ug/L 2,00
UTAK Serum 304 pg/L 316 pg/L 1,85

celle que nous décrivons (9). Comparé aux techniques
d’utilisation de I'ICP-MS en mode multi élémentaire,
les performances des méthodes spécifiques de dosage
sont souvent améliorées en terme de sensibilité, de pré-
cision ou de reproductibilité (5, 8). Goullé et coll.
décrivent des valeurs pour les limites de détection en
général toujours plus élevées, pouvant aller jusqu’a 5
ou 20 fois plus pour le manganése ou le sélénium res-
pectivement dans le sérum (5).

Avec I'ICP, des problemes d’interférences ont été
décrits lors du dosage de certains éléments. On peut
remédier a ce probléeme en utilisant des cellules dyna-
miques de réaction. Pour le dosage du sélénium, 1'iso-

tope le plus abondant, le *Se (abondance naturelle de
49,8 %) ne peut étre utilis€ pour une détection en spec-
trométrie de masse en raison de ’interférence connue
avec le dimére Ar, (m/z 80). Seul le choix d’une cellu-
le dynamique de réaction ou d’un autre isotope comme
£Se permet de s’affranchir de cette interférence (9). A
notre connaissance, aucune méthode ne décrit le dosa-
ge de cet élément avec une cellule dynamique de réac-
tion dont I'utilisation reste plus délicate.

Notre étude décrit des procédures simples et rapides de
préparation de I’échantillon permettant le dosage direct
des éléments traces dans différents milieux biologiques
en ICP-MS. Ces méthodes de dosage présentent 1’avan-
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tage de ne pas nécessiter la mise en ccuvre de prépara-
tions d’échantillons plus lourdes comme par exemple
I’extraction des prélévements biologiques ou la généra-
tion d’hydrures. La dilution isotopique réalisée pour
chaque élément permet de s’affranchir d’éventuelles
amplifications de signal dues a la présence de carbone
en proportion variable dans les différentes matrices étu-
diées (13). La présence de butanol-1 et donc de carbo-
ne dans ’ensemble des échantillons, semble étre indis-
pensable pour atténuer les effets de la matrice. En effet,
une concentration homogeéne en carbone minimise les
interactions entre les molécules de la matrice et les ions
responsable de ces effets de matrice. Pour chaque
couple élément a doser - matrice biologique, la concen-
tration en butanol-1 a été optimisée dans ce sens.

Conclusion

Nous proposons des méthodes rapides et simples de
dosage en ICP-MS de quelques éléments & 1’état de
trace dans des matrices différentes : le plomb dans le
sang total, le sélénium, le cadmium et le manganése
dans le sérum, et le plomb, le cadmium, le manganése
et le nickel dans I'urine. Nous montrons ainsi qu’un
méme matériel et une préparation de 1’échantillon rapi-
de par simple dilution des prélévements en milieu acide
permet le dosage d’éléments différents 2 ’état de trace.

Ce sont des méthodes faciles & mettre en ceuvre dans
tous les laboratoires possédant une ICP-MS. A ¢6té des
performances de ce type de technologie maintenant
reconnues pour 1’analyse multi élémentaire, les
méthodes de dosage décrites nous montrent I’intérét de
I’utilisation de I'ICP-MS pour le dosage spécifique de
certains éléments a c6té de techniques plus classiques
comme la spectrométrie d’absorption atomique.
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