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Global research thematic:
organic chemical residues and contaminants from their environmental sources to their impact
on human health through the food chain

ENVIRONMENT
Captation of Emerging Risks FOOD

Chemical Food Safety
HEALTH
Exposure — health relationships

¢ Detect and identify emerging
chemical hazards

' > e Expand our knowledge of the human o Model data that are not available or easily accessible
e Characterise their fate to the | chemical (e.g. due to cost, technical, ethical reasons)
human food chain externa SHenEl g o Link external and internal exposure * Expand our knowledge of the human
* Characterise the associated risk o Predict internal dose in given biological compartments internal chemical exposure
¢ Guide and support the public policy with 5 podel lifespan exposure ¢ Link internal exposure to
regard to risk assessment and risk environmental/food determinants
management * Investigate the associated metabolic

profile disruptions (effect markers)
¢ Investigate the link between exposure and

o Characterize the biological effects induced by chemical health

exposure
o Support human studies through exploratory and/or
confirmatory study designs
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Characterizing the external (food) exposure

e.g. total diet studies
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Characterizing the internal exposure
e.g. biomonitoring programs

ASSISTANCE HOPITAUX
PUBLIQUE Q¥ DE PARIS q

Conta-Lait (2017-2019) [ ; Santeé

0 publique q
o ° France

Etude pilote cohorte ELFE

(2013) _ = . FRANCE
| RrSeen Q_-) ‘rexposome
hl“""“llllllllmlllunnnunng.. elfe E l R E N E R'

I (2013) . e

esteban®™_

|| |||||||||||||||||l|||||||lIlIIIIIIIlIIun (2016-18)

Antignac et ol. Chemosphere 2013;91:80.




PLATFORMS

BIOMONITORING
“ﬂ@%g ROLERIAL

Bi O/ gﬂ,ﬁf“ﬁq‘%ﬁm
A ,;M %%d’

Riy, J
(‘Olﬁﬂ%" ?ﬂ) -IAE . @: JMEN G
A
s
METHISFud 2k

M TERsORe

N *. ® Santé

[iebh) i e e publigee ANSES K)

NS e @ france o sowhipedmhussstriomt S
cofrac

MARQUEURS D’EXPOSITION 15017025

| ,_!,4'),,.
Corsaire

nouest
V.

N e
!

MARQUEURS D’EFFET

IBISA

e

1S0%001



) PAYS DE LA LOIRE

Biogenouest

| )

Corsaire

FRANCE

UNION EUROPEENNE

Foreds £ opsen o Diselopprment Rigorsl

EIRENE RI

“slexposome

GC-MS (Q) GC-HRMS (BE)

1990

GC-HRMS (x 3, BE)

1992

GC-C-IRMS (x 2)

GC/C-IRMS
LC-MS/MS

1997

GC-HRMS (BE
(BE) LC-MS/MS (QqQ)

GC-MS/MS

2000 200% 2006

GC-MS/MS (x 3, aqQ)

LC-HRMS" (ORBI) gc-ms/MS (QqQ)

LC-MS/MS (x 3, aqa)

GC-HRMS (BE)

GC-MS/HRMS
GC-HRMS (BE)  LC-MS/HRMS
GC/C-IRMS
LC-HRMS" (EXA) GCxGC-TOF

LC-QTOF-MI (G2) LC-MS? (IM/QqITD)
2008 2012 016 12020




‘ LABERCA

Substances cibles
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Robustesse de la mesure Matrice et Analyte

Analyte(s) Matrix

Source : Source :
http://visite.artsetmetiers.free.fr/ins http://visite.artsetmetiers.free.fr/ins
truments.html truments.html

10 to 10> grams grams




'analyse de dangers chimiques Les grands principes

CHROMATOGRAPHY
MOLECULE SEPARATION

MASS SPECTROMETRY
SIGNAL CHARACTERISATION

8.00 10.00 12.00

SIGNAL



Introduction a la chromatographie couplée a la spectrométrie de masse

Liquide et en
phase
gazeuse

Couplage a la
Définitions spectrométrie

de masse

Chromatographie




Introduction a la chromatographie couplée a la spectrométrie de masse

Définitions

Chromatographie




Définition

La chromatographie est une méthode
séparative qui permet lidentification et le
dosage des différents composés d’un mélange.

Michail Semenovich
Tswett — 1903
Séparation de pigments
végétaux sur colonne
remplie de carbonate de
calcium
Il sépare la chlorophylle
des caroténoides

Xanthophyll 8
«— Chlorophyll g
¥~ Chlorophyll «

Xanthophyll «

\anthophyll o

Chromatographie

Le principe est basé sur les différences
d’affinité des composés du mélange avec la
phase stationnaire et la phase mobile.

temps

Phase
mobile

Phase stationnaire

Quavttité



Définition Chromatographie

SAMPLE
SOLUTE = ANALYTE

INTENSITY
ABUNDANCE

RT (min)
BASELINE R
\ HEIGHT
AREA
1 APEX
> ELUTANTE %

MOBILE PHASE

STATIONNARY PHASE



Définition Chromatographie

Type de chromatographie - d’adsorption

- de partage
- d’échange d’ions
- d'exclusion

Phase mobile - liquide

- gazeuse
- fluide supercritique

Volume mort (Vm au tm)

Temps de rétention (tr)

Capacité de rétention k=(tr-tm)/tm

R o




Introduction a la chromatographie

Chromatographie
liquide

Chromatographie




Chromatographie Liquide
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Chromatographie Liquide

COLONNE | détecteur

.............. o ——

D[ filtre

Vers
enregistreur

et injecteur

| Réserve de liquide
phase mobile

Figure 3 : principe de fonctionnement de I'HPLC

http://www.chimie-sup.fr/chromatographie.htm



Chromatographie Liquide

HPLC Modes
analytes |Mode | Stationaryphase | obllephase

Neutrals Reversed-phase C18, C8, Phenyl ... Water/organic, modified
Weak acids (Apolar)

Weak bases

lonics lon-pairing C18, C8, Phenyl Water/organic, ion-pairing
Acids (Apolar) reagent

Bases

Compounds Normal phase Silica, Diol, Amino, Organic

insoluble in water Cyano (Polar)

Organic isomers

lonics lon exchange lon exchange resin Aqueous buffer

High MW Size exclusion Polymeric or silica Aqueous — Gel filtration
compounds Organic — Gel permeation
Polymers

Polar HILIC Silica Organic (ACN) / water

Frank David, SARAF 2014



Chromatographie Liquide
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Chromatographie Liquide

2-augmentation du

pouvoir éluant
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Chromatographie Liquide
Force éluante et polarité

Pour les composés polaires : + la phase mobile sera polaire, + elle va entrainer les solutés.
+ la phase mobile sera apolaire, - elle va entrainer les solutés.

Pour les composés peu polaires : + la phase mobile sera polaire, - elle va entrainer les solutés
+ la phase mobile sera apolaire, + elle va entrainer les solutés.

Solvant A Solvant B
Phase aqueuse ACN
Tampon MeOH

2005591

http://www.sodipro.fr/catalogue/fiche-

mat.php?refart

Vitesse (vélocité) importante pour la séparation : dépend de la colonne



Chromatographie Liquide

Gradient et isocratique

(M odifier)

| wB Total= 30 min
i 5 min

1 min Time {min)

http://www.forumsci.co.il/HPLC/7_lsocratic_Gradient.html



Chromatographie Liquide

Shallow Gradient
High Resolution
Lower Peak Intensity

Intensity

Steep Gradient
Less Resolution
Higher Peak Intensity

Intensity

http://www.lamondlab.com/MSResource/LCMS/NanoflowHPLC/hplc.php

Time (min)

|

|

|

Time (min)

9%

9%



Chromatographie Liquide

Résolution chromatographique

R=2 () 1) R=0.50 R=1.00 R=1.50
(0, +0,)

tr(1

tri2)

detector’s response

wl

6 secondes
http://www.lachimie.fr/analytique/chromatographie/facteur-
resolution.php



Introduction a la chromatographie

Chromatographie
en phase
gazeuse

Chromatographie




Chromatographie en Phase Gazeuse

http://autosamplervials.kinesis.co
.uk/products/vials-caps/kx-Icgc-
certified-vial-cap-kits-
10#.VO3utPmG-FU



Chromatographie en Phase Gazeuse

Inje::teur

Iy
Ttk mis
Mﬁ!&i@@ Detecteur Enregistreur

Four + Colonne

az

http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/lafont/chromato/A3.html



Chromatographie en Phase Gazeuse

6890/7890 Splitless Injector

Injecteur

Split/Splitliess Inlet
(Splitless MOde) Inlet pressure
control loop
S
Ii::li?giwng h%%lg:' Pressure f:%;lllgzolz(::}(::
Ti ! qﬁ; sensor adjustable

EM:PC FS —1—> ps [ — SPR|_] Vent

Proportional Flow
valve 1 sensor

(D4

Trap Purge Proportional
valve valve 2
closed

To detector

Safety shutdown mode:
Proportional valve 1 closed

Proportional valve 2 open
Purge valve open

Frank David, SARAF 2014



Chromatographie en Phase Gazeuse

Colonnes GC

30m x0.25 mm

couche
de polyimide silice fondue

o/
T

0,25 mm

L 2

phase stationnaire

http://www.rocler.qc.ca/pdubreui/chromatographie/CG/chroma2.html

CHy |

+0—Si —

— ] s (]

H40—C—C—OH

|
H H




Chromatographie en Phase Gazeuse

Etapes

1 - Injection avec le passeur automatique
Injecteur a 250 °C, expansion du solvant dans l'insert

2 — Dépot de I'échantillon
Injecteur a 250 °C non splitté pendant 1 min ENEEEEEEEEEE
Four a 90 °C (Toluéne)

Condensation en téte de colonne

3 — Séparation
Injecteur a 250 °C en purge apres 1 min
Four : T° ¢ : TR toluene

4 — Elution
Injecteur a 250 °C en purge apres 1 min
Four :




Chromatographie en Phase Gazeuse
Elution

Gaz vecteur : Helium, H, voire N,

Vitesse (vélocité) importante pour la séparation : dépend de la colonne

Gradient et isotherme

Scouting Gradient:
40 °C hold for 1 min.

10 °C/min. to 300 °C e
300 °C hold for 10 mins. L

Gradient time (tg) = 27 mins. S
(Does not include hold tim_g,__,-/‘"
at top temperature) —

T T L2 La T

Al A z | L | § L] L = LA

= Jl | l |
L S S T
10 15

http://www.chromacademy.com/chromatography-Optimising-GC-Temperature-Programming.html



Chromatographie en Phase Gazeuse

Résolution chromatographique

b, —
R=2 () 1) R=0.50 R=1.00 R=1.50
(0, +0,)

Q

c

tr1) O

)

&

s

O

tre2) g

ol

http://www.lachimie.fr/analytique/chromatographie/facteur-
resolution.php



e Organic
molecules,
biomolecules,
ions, polymers

e High pressure
pumps

e UV/VIS
(Photodiode
array (PDA) and
Mass

spectrometry
based

e Organic
Inorganic Must
be volatile

e Carrier Gas (i.e
Hellum, Nitrogen

e FID ,TCD, MS,
ECD, FPD, PID

Introduction a la chromatoTraphie Comiaraison GCiLC & SFC

e Organic
molecules

e Mobile phase =
CO2 + modifier

e High pressure
pump + ABPR

e Same detectors
as LC

Dans des conditions identiques (colonne, température, débit), TR répétable




Introduction a la chromatographie

Couplage a la
spectrométrie
de masse

Chromatographie




Spectrométrie de masse

Adéquation a I'analyse d’ultra-traces

1970 2020



Spectrométrie de masse Chromatographie




Définition Chromatographie et couplage a la MS

m/z
| v
.o a m/z
2606 fannnns R 4

15,210 17,265 TR (min)



Couplage a la MS

Détection
Identification
Quantification

tr



Analyseur de masse LC - ESI + Simple Quadripole - MS

Chromatographie Source d'ionisation Analyseur Détecteur
ESI _
Ny SR Quadripole
y :_;\:‘1:‘;}\”.\1;\; _ﬁv*ﬁ'_
i Fed wfmw.-.;gﬁ‘*‘! e | ’g

r«i-,-

600 m/z

o |

50 m/z

onisation

Spectrométrie de Masse lonisation




Analyseur de masse LC - ESI + Simple Quadripole - MS

Chromatographie Source d'ionisation Analyseur Détecteur

ESI
Quadripole

X Y A\E S —/é";ﬂ,.

i Pttt o~ l = I ;
1 ‘ ;:’_—;ﬂm-v ’g
- O\ = i I
& oy -

1 uR==

600 m/z
[M+H]+ T Scan /
50 m/z
g 3 g 3 g
c c c [ C
O © o © ©
© © © © ©
c [ / c J [ [
o o / o / o o
I T I I I
[M+H]+ [M+H]+ [M+H]+ [M+H]+ [M+H]+
3 S ] S 3
[ c [ [ [
© [g°] 0] © ©
© © © © ©
c c c [ [
o o o o o
0 Q0 o] o) 0
<< << < << <
1 (]

m/z m/z



Couplage a la MS LC-ESI-MS

[M+H]+ — Pendant combien de temps ?




Couplage a la MS LC-ESI-MS

[M+H]+ — Pendant combien de temps ?

Dwell time



Couplage a la MS LC-ESI-MS/MS
[M+H]+ 2 P2miz |
» X P
Dwell time?
([T 1 P1 miz-— :
» M r—Pp
LYJ

tr )
Dwell time



Couplage a la MS Interfaces MS au LABERCA

ESI

APCI Cl

APCI



GC/MS

-8
10 bar Filament




GC/MS RFB

Substances chimiques visant a inhiber ou retarder le processus de combustion.

Les retardateurs de flamme bromés représentent des retardateurs de flammes utilisés en Europe

*Boitiers électroniques et électriques (plastiques
a ques (plastiques) Al RFB hlstorlques 0

*Plaques de circuits imprimés, Fils et cables 7\ AN AN
*Mobilier capitonné, matelas ey \, t/\.a__ ) x_\/\///l L\ \]
*Tissus d'ameublement = ' iz
*Transports (train, bateau, avion) g 1 . = "
. /- =
«Constructions | = s
. o \// HO - < gy — / \ e O
*Textiles /L N\ / o
N —
*Jouets o \_//\\r/\ " / g
Be
de I'environnement , dans la chaine alimentaire
Au niveau alimentaire (données EFSA, 30 mai 2011) RFB émergents
. . ; - BEr Er .
* les poissons et autres fruits de mer ; Br . I e E; EE"
. . , O Er
* |es viandes et produits carnés ; /@: Lol B B ErBr
Br
Br Br

* les huiles végétales ;

* le lait et produits laitiers ; & o o
* les oeufs et les ovoproduits. Bjii;;/w | j’fr O g Brj\
§ : QWCH; © ©

Br Br
Différents types d’expositions : et



GC/MS Géométrie de la colonne " Chromatographe|[]|RT B
Spectrométre en phase
Vers un gain en stabilité des RFB thermolabiles de Masse gazeuse q
Injecteur
Colonne Rtx-5MS (0.25 mm i.d.; 0.25 um f.t.) AnalyseurSOWCG
‘ . _ _ J d’ionisation
A. Binelli et al. /J. Chromatogr. A 1136 (2006) 243-247 o ) 9 !
Colonne
/ Four
100000 - -30
+EI MRM CID@15.0 (400.0 -> 320.0) 040612001.D Smooth
i 1 *9.237
80000 - \ BDE#209 i
8 15m — 1 —
Q. 2 5 pg injectes
é 60000 - =
5 s B[ | WY
S 40000 & !
10
20000 5
0 -0
16m Br Br
Br @} Br
B BDE#209
Br Br Br Br
[] BB#209 Br Br

[ ] BDE#183




GC/MS RFB
PBDE + nRFB OBIND+DecaBDE
GC/EI/HRMS (BE)
Run time : 45 min Run time : 7.25 min

Rtx
1614

30mx0.25mm, 0.25 um 15 m x 0.25 mm, 0.1 um

PBDE + nRFB + OBIND + DecaBDE
GC/APCI/MS/MS

Run time : 13.6 min

Optima
SRM >
uisition :

2.5mx0.1 mm, 0.1 um



La G C/M S Journal of Chromatography A, 1459 (2016) 120-128

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Chromatography A

journal homepage: www.elsevier.com/locate/chroma

Simultaneous determination of 16 brominated flame retardants in (!) ——
food and feed of animal origin by fast gas chromatography coupled to

tandem mass spectrometry using atmospheric pressure chemical

ionisation™

Ul Liner 0.2 mm i.d.

E. Bichon*, I. Guiffard, A. Vénisseau, E. Lesquin, V. Vaccher, A. Brosseaud, P. Marchand,
B. Le Bizec

LABoratoire d'Etude des Résidus et Contaminants dans les Aliments (LABERCA), USC INRA 1329, Oniris, LUNAM Université, BP 50707, 44307 Nantes Cedex 3,

GC/APCI/MS

Column
2.5mx 0.1 mm, 0.1 um

Plused Split mode (0,85 min @ 40 psi,
split 1:5, 1 pL injecté). T° injecteur: 275 °C
Gaz vecteur (hélium) : debit constant
(0.48 mL min-1).

400

APCI
Interface
QqQ

| analyser / Optima

Corona Pin Ionization 5

/ Chamber

300

@)
100

o

| 2.5mx0.1 mm,
0.1 um

0
0 5 10 15 20
Temps (min)

Température du four
(




La GC/MS BFR

100+
o < [82) (o]
o 5 . 239 I o
X ) = ~ % ﬁ 3* H* ** I o
= | & = 2 5B B 2 8 8 4 3
& @ el @ o % a & o g I
] ' 5 T &G 8 8 Yy '
& S5 @ O N O Y g O 9 5) %,
) 0o S O 3 - i 3 3 0 T
— :||: m - n%)
Oo -
D T LI I LI ) II_IIL.I-I LI ) I I‘_|I LI I LI III1LI LI 1 I LI Ilul I T Ill I T /ll I LI I LI I LU I LI I LI I*-I LI I LI I LI Tlme
4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
100- 100 pg injected except 50 pg for BDE #209 andOBIND L e e e = -
] i (split1:5; 20 pg and 10 pg on-column respectively) :
= |
2 S :
al 8 a
- = +| m ~ S o @ ~ o)
Q o < S o @] ® | o
=2 2 = == TR OJ = 12 B
] AR o B @ ** I* o o | @ o
o e oy woow o o O o
ala N 72} m o I
< & m /Lf- DL C
] L_ - _O_ o
D_ LI IIIIIII IIIIII III LI | IIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIII:II IIII_I‘I_IIFIIIIIIIII Time
4.00 2.00 6.00 7.00 6.00 .00 10.00 ™00 T2.00

Chromatogramme d’ions extraits d’'un mélange de 16 RFB natifs (en bas)
et de leurs homologues marqués (en haut).



Limite de la GC/MS




Limite de la GC/MS

100+

Pesticides organochlorés

Analyse simultanée de 30 pesticides

(1 pg injecté)

13
? 18
Cl 19
Cl Cl
Cl ¢l
N\ Cl 27 (24
Cl—— ~Cl 23
17 27
0O
1 29
3 9,10 E 30
2 4 12.76 14
5 15
7 26 [ 2256 28
8 Al
L B R IR R |'"'wﬂ''|"]l''|'''':|]-"J'l"ﬁ|""\"?]'|""|'L‘IL'_"|"'J"'|'"']l|L'J"'|""|""|""Time
.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 2200

1)
2)
3)
4)
S)
6)
7)

pentachlorobenzene
o-HCH

HCB

B-HCH

y-HCH (=lindane)
8-HCH

heptachlor

8) aldrin

9) oxychlordane

10) heptachlor epoxide cis
11) heptachlor epoxide trans
12) y-chlordane (=trans)
13) o,p’-DDE

14) a-chlordane (=cis)

15) a-endosulfan

16) trans-nonachlor

17) p,p’-DDE

18) dieldrin

19) o,p’-DDD

20) endrin

21) B-endosulfan

22) cis-nonachlor

23) p,p’-DDD

24) o,p’-DDT

25) endrin aldehyde

26) endosulfan sulfate

27) p,p’-DDT

28) endrin ketone

29) methoxychlor

30) mirex (=perchlordecone)



Cas de la chlordécone

I , .
Problématique
Usage Persistance
I I I Y Y O Y I
1970 1980 1990 2000 2010
N I O T T T TN T T T O O NN O
4 CI Les sols potentiellement pollués par la chlordécone en Martinique
Chlordécone T
Cl Cl Cl ] ’@"r )
\ Cl k. {3
N of o
¢
Cl—— -Cl
C10H100
= -1 -
LMOI;AK 4_94(-)'56 emel Cl Cl P Lo %
o REWRRpres
s &
e e e

Les sols agricoles potentiellement pollués par la chlordécone en

Guadeloupe
ey
» .> o8
(3" -, Z
a8 ’
%
5
Basse-Tams f
=
i
By !-‘y‘
Reque ce.
des sols par ls chiordécone  +
W s dlove.
° 0 20km
2 X =

W Zoves utanes
Source: Source | DAAF Guadeloupe — 2005 Traiterments : S0eS, 2013




Problématique Cas de la chlordécone

RAPID COMMUNICATIDNS IN MASS SPECTRUMETRY Journal of Chromatography A, 1408 (2015) 169-177

Rapid Commun. Mass Spectrom. 2004; 18: 1243-1244
Published online in Wiley InterScience (www.interscience.v

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Chromatography A

decone i
L:])Qj:’“ '-,.'I."I mEdia and journal homepage: www.elsevier.com/locate/chroma
e develop
. to comple
Letter to the Editor GC. We h Ultra-trace quantification method for chlordecone in human fluids
method f and tissues
chromato; Emmanuelle Bichon®*, Ingrid Guiffard?, Anais Vénisseau?, Philippe Marchand?,
] Jean-Philippe Antignac?°, Bruno Le Bizec?
prCI.TUm& @ LUNAM Université, Oniris, Laboratoire d'Etude des Résidus et Contaminants dans les Aliments (LABERCA), Nantes F-44307, France
MS )f MS t Y INRA, Nantes F-44307, France
to simpli - - -
To the Editor-in-Chief b d GC colummn (1. in m, i.d. Instrument Pitfalls
Sir n.‘len » an in mm, f.t.in pm)
/ tion of ch
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Vers la LC/MS Cas de la chlordécone
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1230454784

OH
e 2.10 |
| ’ 455473536 =
@)
I I I 35y T T T T T T T T T T T T T T 0-%4
0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 3.50
2.10
EI DMSO ™
Z R 2
I I I laz
D 35+ T T 7 T ; f T T T T T T T T O-teh
050 1.00 1.50 200 250 3.00 3.50
< 210
0: ACN 1660800 100+
2 =l
lag
4 b T T T T T T T T T T T T T T 0%+
0.50 1.00 1.50 200 250 3.00 3.50
2 R2

Colonne C30 Accucore



Vers la LC/MS

Cas de la chlordécone

Préparation d’échantillons

Adipose tissue
(18g)

PLE
tol/acetone

Breast milk Serum
(3 mL) (1 mL)
LLE SPE
EtOH/ether/Hex ACN elution

GPC

Accucore C30 (Thermo) 100 x 2 mm, 2.6 um
Transitions 506.7>426.7 and 508.7>428.7 @ 20 eV

LC-(ESI-)-MS/MS




Vers la LC/MS
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Cas de la chlordécone
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Quelle chromatographie associée a la spectrométrie de masse ?
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Limites de la LC/MS Cas des [3-agonistes

Promoteurs de croissance en élevage
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Substances interdites
(Annexe A directive 96/22/EC)




Limites de la LC/MS : vers la SFC/MS
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Cas des [3-agonistes
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Comparaison LC vs SFC/MS
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Comparaison LC vs SFC/MS
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Introduction a la chromatographie couplée a la spectrométrie de masse

Compromis entre résolution/sensibilité chromatographique et résolution/sensibilité MS
Attention au choix de l'ionisation = visualiser les analytes
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% COUPLAGE PERTINENT POUR :

o S - 'analyse d’utratraces
lonisation = - la sélectivité
- les matrices complexes
- la quantification
| © - le Non-Target Screening
Spectrométrie de Masse . | «
w )
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