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Introduction et problématique

Le cadmium (Cd) est I'un des nombreux métaux lourds toxiques qui n'ont pas de fonction
physiologique connue dans le corps. Le risque pour la santé de I'exposition a cd a longtemps
été reconnu, a la fois dans et en dehors des lieux de travail.

Le cadmium se trouve en petites quantités dans l'air, I'eau, le sol et les aliments. Pour la
plupart de la population, la nourriture est la principale source d'exposition au cadmium parce
que de nombreux aliments ont tendance a absorber le métal.

Le cadmium est un élément extrémement toxique méme a faible concentration ; 1l a été classé
comme cancérogene du groupe 1, par I'Agence internationale de recherche sur le cancer
(CIRC). Le probléme de sa toxicité provient du fait que le Cd est fortement retenu dans
I'organisme et s'accumule énormément dans les reins. En effet, sa demi-vie est de I'ordre de 20

a 30 ans chez I'humain en raison de la lenteur de son excrétion par I’organisme. (1)
L'exposition industrielle au Cd a été associée a un risque accru des maladies chroniques, y

compris I'hypertension, lI'athérosclérose, le diabéte et la néphropathie, tout ce qui pourrait étre

attribuable aux cellules endothéliales dysfonctionnelles et aux muscles lisses. La toxicité du
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Cd est corrélée avec l'augmentation de la formation réactive d'oxygéne et I'épuisement des
antioxydants, entrainant un stress oxydatif.(2)

En raison de sa toxicité, I’intérét pour la bio surveillance des traces et ultraces de Cd dans les
échantillons biologiques et environnementaux a augmenté ces derniéres décennies. Plusieurs
techniques hautement sensibles et sélectives ont été appliquées a la détermination de niveaux
tres faibles de Cd ; Cependant, la spectrométrie d'absorption atomique électrothermique

(SAA-ET) semble étre la technique choisie pour ce métal lourd.

La spectrométrie d'absorption atomique électrothermique (SAA-ET) utilisant un atomiseur
de tube en graphite est I'une des techniques les plus couramment utilisées pour la
détermination des éléments de traces dans les matrices complexes et dans le contrble de la
qualité.(1)

Néanmoins, d'un point de vue analytique, un probléeme émerge parce gque les concentrations
de cet élément dans le la majorité des échantillons sont généralement autour, et méme plus
bas, des limites de détection des techniques les plus sensibles. En ce qui concerne ces faibles
concentrations, la détermination précise de Cd dans les échantillons biologiques et
environnementaux est un objectif trés important pour les chimistes analytiques. Ces
problemes analytiques découlent des pertes par vaporisation aux températures avant
I'atomisation (pré-atomisation) et des interférences spectrales et chimiques(2). L'élimination
de la matrice et des composants pendant la phase de pyrolyse sont difficiles dans de nombreux
cas justement en raison de la forte volatilité du cadmium(1). Ces problemes compliquent
grave la détermination du Cd par SAA-ET et peuvent étre surmontés a l'aide d'une

optimisation minutieuse du programme thermique.

Compte tenu de tout cela, l'objectif de cette étude est de développer et d'optimiser une

méthode d'analyse pour la détermination du Cd dans le sang par SAA-ET.

Propriétés physico-chimigue
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Le Cd est un métal de transition souvent présent a I'état divalent et posséde des propriétés
chimiques proches de celles du zinc. Son analogie de structure cristalline avec celle du zinc
lui permet de le remplacer isomorphiquement dans presque tous ses minerais et il est
couramment présent comme impureté dans le minerai de sulfure de zinc appelé sphalérite
(ZnS).(1)

Tableau 1:Propriétés physiques et chimiques pertinentes du cadmium. (1)

Propriétés physiques et chimiques

Symbole chimique
Série chimique

Numéro atomique
Groupe, période, bloc
Masse atomique

Masse volumique
Température d'ébullition
Température de fusion
Dureté

Pression de vapeur

Cd

Meétal de transition
48

12,5,d

112,4 g/mol

8,64 g/cm-3 (20 °C)
767°C

321 °C

2

14,8 Pa

Usage

Comme il n'y a pas de gisements de cadmium dans le monde, le métal que nous utilisons
est un sous-produit de la métallurgie du zinc et la production de cadmium dépend de la
production du zinc.

Les principales utilisations de ce métal sont dues a ses caractéristiques remarquables a
savoir sa résistance a la corrosion alcaline, son bas point de fusion et sa haute conductivité
électrique. Cependant, le cadmium revenant relativement cher comme matiére premiere, il
n'est utilisé que s'il est indispensable et cette tendance a été renforcée par la poussée

écologique des derniéres annees. Ainsi, presque 60 % du cadmium utilise dans les
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accumulateurs sont recyclés, tandis que le zinc I'a remplacé dans certains secteurs tels que les

revétements.(4)

Sources d’exposition

Les principales sources d'exposition sont industrielles, domestiques et automobiles

- Industries miniéres, métallurgie des métaux non ferreux

- Batiment (soudeurs, serruriers), réhabilitation d'immeubles vétustés (peintures au plomb)
- Transformation des métaux

-production d'alliages (cuivre, sélénium, manganese, nickel, ...)

-brasage : étain, argent, cadmium

- soudure : aluminium, cuivre, nickel, plomb, zinc.

- Production de batteries (plomb, ..), réparation de radiateurs

- Peinture, pigments pour peintures, céramique (cadmium, plomb, aluminium, cuivre, ...)
- Stabilisants dans I'industrie des matieres plastiques (cadmium, plomb)

- Tannerie (chrome, arsenic, ...)

- Extraction de I'or (mercure)

- Sols contaminés (plomb, cadmium, cuivre, zinc, arsenic, ...)

- Fumée de tabac (cadmium).(5)

Toxicocinétigue

IV.1. Absorption

Si les populations professionnelles sont le plus souvent exposées par inhalation, la

population générale est tres majoritairement exposée par voie orale (alimentation et eau de
boisson), a I’exception des fumeurs qui peuvent absorber quotidiennement par inhalation une
dose de cadmium équivalente a celle absorbée par voie orale (une cigarette contient en

moyenne 2 ug cadmium).(6)
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Exposition par voie alimentaire

Le taux d'absorption de Cd alimentaire chez I'homme a Estimé a 5%. Toutefois, les
variations interindividuelles dans I'absorption de Cd s'est révélée étre beaucoup supérieur a
I'estimation précédente. Les taux augmentent de 20 a 30% chez certains individus.(7)

Etant un élément non essentiel, le cadmium ionique est probablement absorbé passivement au

niveau du duodénum du fait du pH acide du contenu gastrique.

Néanmoins apres une exposition par la nourriture, le cadmium absorbé peut étre complexé
a la métallothionéine ou a d'autres constituants alimentaires mais sa biodisponibilité pour
I'absorption intestinale reste trés inférieure a celle du cadmium ionique.
Divers facteurs (fer, calcium, protéine) peuvent influer sur cette absorption. En effet, une
faible réserve corporelle en fer augmente I'absorption du cadmium jusqu'a un facteur de
quatre. Les faibles quantités de calcium contenues dans les aliments stimulent la synthése de
la protéine liant le calcium, laquelle entraine une augmentation du cadmium absorbé. De plus,
un régime pauvre en protéine augmente la quantité de cadmium contenue dans l'organisme et

la susceptibilité d'induire une intoxication au cadmium.(4)

Exposition par inhalation

Les fumées et les vapeurs de cadmium sont principalement absorbés par voie respiratoire,
Cd est un constituant intégral du tabac en raison de la propension du Nicotiana espéce a
concentrer Cd indépendante de contenu du sol-Cd.

Le contenu en Cd du tabac varie largement, mais une gamme typique est 1-2ug/ g sec
poids, équivalent a 0,5-1 pg / cigarette. Cd Oxyde généré lors de la combustion des cigarettes
est hautement bio disponible approximativement 10% de I'oxyde de Cd inhalé est déposé dans
Les tissus pulmonaires et 30 a 40% supplémentaires sont absorbés dans la circulation
sanguine systemique des fumeurs. Les fumeurs ont des niveaux de Cd de 4 a 5 fois supérieurs
du sang et des quantités de Cd de 2-3 fois plus grandes dans leurs reins que les non-

fumeurs.(7)
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Exposition par contact cutané

Une voie cutanée d'entrée par contamination de la peau a été décrite in vitro mais est
extrémement faible. L'absorption percutanée du chlorure de Cd a partir de I'eau et du sol dans
et a travers la peau humaine a été réalisée a l'aide d'échantillons de peau de cadavre et n'a pas
dépassé 0,6%. Cette voie d'entrée ne peut donc étre préoccupante que dans les cas ou des

solutions concentrées seraient en contact avec la peau pendant plusieurs heures ou plus.(3)

IV. 2. Transport

Le cadmium présent dans le compartiment sanguin est principalement (environ 95%) intra-

érythrocytaire 1i¢ a I’hémoglobine. Le cadmium plasmatique est, quant a lui, li¢ a des
protéines de haut poids moléculaire, essentiellement 1’albumine.
La demi-vie sanguine du cadmium, correspondant a la durée d’élimination de la moiti¢ de la
quantit¢ de cadmium présent dans le sang, est d’environ 100 jours. Le cadmium est
rapidement distribué au foie ou il induit la synthése d’une protéine de transport de faible poids
moléculaire, riche en groupement sulfhydryles (SH) : la métallothionéine (MT) avec laquelle
il a une grande affinité.

La synthese protéique de MT est également stimulée par d’autres métaux comme le zinc, le
mercure ou le bismuth. La formation de complexes Cd-MT neutralise les effets toxiques du
cadmium. Le complexe Cd-MT est ensuite redistribué dans tous les organes, notamment dans
les reins. Le complexe Cd- MT est alors excrété aprés la filtration glomérulaire, contrairement
au complexe Cd albumine qui ne passe pas la barriere glomérulaire du fait de son haut poids
moléculaire. La quasi-totalité du complexe Cd-MT est ensuite réabsorbé par pinocytose dans
les cellules tubulaires contournées proximales. Dans les cellules tubulaires, la MT est alors
détruite par des enzymes lysozomales, libérant ainsi des ions Cd2+ dans le cytoplasme. Le
Cd?* cytoplasmique est alors & nouveau lié & une nouvelle MT synthétisée dans le cytoplasme.
Lorsque les capacités de production de MT sont dépassées, le cadmium exerce alors des effets
toxiques tubulaires rénaux, expliquant pourquoi la concentration rénale de cadmium est

toujours plus importante dans le cortex rénal que dans la médullaire rénale.(8)
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1V. 3. Distribution

Le cadmium a été trouvé dans des échantillons d'autopsie provenant de presque tous les
organes d'un travailleur exposeé a la poussiere de cadmium, avec de meilleures concentrations

dans le foie, le rein, le pancréas et les vertébres.(9)

a. Distribution au niveau des reins

Le transport du Cd au rein dépend de la formation du complexe MT-Cd. Le transport de
MT-Cd sanguin aux cellules tubulaires rénales est rapide et permet son incorporation dans les
reins.

Ce complexe est de faible taille et peut ainsi étre filtré a travers la membrane glomérulaire
pour ensuite étre réabsorbé par les cellules du tubule proximal.

A TDintérieur de ces cellules tubulaires, le complexe est dégradé par les lysosomes ce qui
libére le Cd sous sa forme cationique qui s'y accumule et cause des lésions provoquant un
dysfonctionnement rénal, tandis que le Cd filtré non lié a la MT n'est pas si bien réabsorbé.

Ainsi, suite a une exposition chronique, le Cd présent dans le plasma est complexé a la MT en
grande proportion et va atteindre les reins au niveau desquels il sera principalement accumule,

ces derniers peuvent ainsi étre considérés comme« l'organe cible».(1)

Distribution au niveau du foie

Une autre partie de Cd est quant a elle liée a I'albumine ainsi qu'a d'autres protéines du
plasma sanguin qui sont trop grosses pour étre filtrées au niveau du glomérule. Le Cd lié a
I'albumine est incorporé dans le foie, puis décomplexé pouvant ainsi avoir un effet toxique sur
les hépatocytes. Le Cd peut également induire la synthese de MT dans les cellules du foie et
entrainer une augmentation progressive de la proportion de complexe MT-Cd. Ainsi les
complexe MT-Cd formés dans le foie vont étre relargués dans le sang et pouvoir atteindre les
glomérules des reins et y étre filtres. De plus, le foie recoit par l'intermédiaire de la veine
polle un grand nombre de molécules issues de la digestion et, de ce fait, joue un réle
important dans I'accumulation du Cd. (1)

Selon le type d’exposition, la distribution du Cd dans le corps va différer. Suite a une

exposition aigué, il y a une distribution transitoire du Cd au foie. En fait, le Cd est
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initialement distribué au foie en plus grande proportion puis redistribué progressivement aux
autres organes (notamment les reins) sur de plus longues périodes de temps. Suite a une

exposition chronique le Cd est distribué de fagon plus importante aux reins qu'au foie. (1)

(figurel)
([ Cd dans sang
Complexe Cd-MT Complexe Cd-albumine
(PM faible) (PM élevé)
k 1
N
. REINS N FOIE
Incorporation Cd-MT dans Incorporation Cd-albumine
cellules tubulaires rénales
ng_mlﬂasm
Lysosomes
(Lésions Toxicitésur Synthése de MT
Cé** s inales hépatocytes et 7 MT-Cd

Figure 1:Schéma résumant le transport et la distribution du cadmium dans 1’organisme apres

son absorption. (1)

Distribution systémigque

Le placenta pourrait exercer un rdle de barriere pour 1’absorption du cadmium par le feetus.
Dans plusieurs études menées sur des femmes enceintes fumeuses ou non, la teneur en
cadmium du sang du cordon ombilical s’est avérée égale a la moiti¢ de celle du sang maternel.
Par contre, une étude belge a montré des teneurs en cadmium jusqu’a 10 fois plus élevées

dans le placenta que dans le sang maternel(6)

Excrétion

Le processus d'excrétion est faible mais important d'un point de vue toxicité et son
ralentissement entraine un risque d’accumulation accrue du Cd pouvant mener a des effets

toxiques.
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Une faible proportion de Cd absorbé est excrétée principalement par 1’urine et les feces (0,01-
0,02% de la charge corporelle totale de Cd quotidienne), tandis qu'il n’est pratiquement pas
éliminé par la sueur, les ongles ni les cheveux.

L'excrétion du Cd par l'urine augmenterait avec I'dge (comme son accumulation dans
I'organisme), et proportionnellement & la charge corporelle totale. La concentration urinaire

est alors un bon indicateur du taux de contamination.

Le taux d'excrétion fécale ne serait pas relie a I'd4ge mais serait également paltiellement
proportionnel a la charge corporelle de Cd. 90 a 95% du Cd ingéré par lI'alimentation n'est pas
absorbé et se retrouve directement dans les féces. Ainsi, le contenu des féces en Cd représente

un bon indicateur de la consommation quotidienne par voie alimentaire.

Aussi, une faible proportion de Cd originaire de la bile du foie et du suc pancréatique se
retrouve excrétée dans les feces sous forme complexée au glutathion réduit (GSH) (tripeptide
d'acide glutamique, de cystéine et de glycine qui complexe le Cd grace au groupement thiol (-
SH) de la cystéine).

In fine, la faible et lente excrétion du Cd est due a sa grande rétention par lI'organisme.
En effet, sa demi-vie biologique a été évaluée pour le foie, les muscles et les reins et varie de
10 & 30 ans soit 15 a 40% de la durée de vie de I'humain.(1)
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Mécanisme d’action toxique

La toxicité au cadmium a été démontrée dans plusieurs organes, comme on le verra plus
loin. Le cadmium induit des lésions tissulaires en créant un stress oxydatif, des changements
épi génétiques dans I'expression de I'ADN, l'inhibition ou la régulation positive des voies de
transport, en particulier dans le segment S1 proximal du tube tubaire rénal.

D'autres mécanismes pathologiques comprennent une interférence concurrentielle avec
I'action physiologique de Zn ou Mg, l'inhibition de la synthése de I'néme et l'altération de la
fonction mitochondriale pouvant induire une apoptose. L'épuisement du glutathion a été
observé, tout comme la distorsion structurelle des protéines due a la liaison Cd aux groupes
sulfhydryle. Ces effets sont amplifiés par l'interaction avec d'autres métaux toxiques tels que
Pb et As et peut-étre améliorés par Zn ou Se et par des facteurs augmentant les niveaux de
Nrf2.(10)

VI. 1. Au niveau moléculaire

Les propriétés chimiques contribuent a la dynamique du trafic de cadmium par échange de

ligands dans 1’organisme.

a. Remplacement des métaux biologiques par le cadmium

Un aspect important dans I'exploration des mécanismes de la toxicité au cadmium est
d'identifier les sites de liaison les plus probables pour le cation toxique.

Parmi eux, les sites actifs de différentes métalloprotéines sont des candidats éminents car ils
sont congus pour accueillir des cations métalligues.

Le zinc et le cadmium appartiennent a la méme colonne du tableau périodique. Les deux ne
changent pas les états d'oxydation (leur couche électronique est pleine) et ils se produisent
sous forme de cations divalents dans des environnements biologiques. Une grande diversité de
bio-molécules peut étre des ligands de ces cations divalents, car les groupes fonctionnels avec
des atomes de soufre, d'azote ou d'oxygéne peuvent tous contribuer a la premiere sphere de
coordination du cadmium.

Par exemple, le cadmium dans la métallothionéine (MT) est exclusivement lié au soufre, mais

la coordination du cadmium est mélangée dans un site de zinc d'alcool déshydrogénase ou

72



plusieurs autres protéines de liaison du zinc. En outre, le remplacement des ions calcium par

le cadmium définit un environnement principalement oxygéné pour le cation.

Pour donner un seul exemple parmi beaucoup, I'inhibition du facteur de transcription p53
par le cadmium et d'autres métaux a été mise en évidence, y compris dans les cellules de
carcinome du sein humain MCF7, et le cadmium interagit avec la protéine. Le changement de
conformation induit par le cadmium (et d'autres métaux inhibiteurs) pour donner la
conformation appelée 'mutant’ peut méme étre considéré comme un signe de liaison
alternative pour le cadmium, car le remplacement isostructural du zinc dans les sites de liaison

HisCys3 ne devrait pas avoir un impact important sur le pliage.(11)

Cadmium et le stress oxydatif

Un aspect de la néphrotoxicité de cadmium qui mérite une discussion particuliere est le réle
du stress oxydatif dans les processus physiopathologiques. Le cadmium n’est pas un métal
Fenton, et, en tant que cation divalent stable, il ne subit pas de cycle redox. Cependant, le
cadmium est clairement capable d'induire le stress oxydatif, et ce mécanisme a longtemps été
incriminé pour jouer un role dans les Iésions rénales induites par le cadmium. Plutét que de
provoquer directement le stress oxydatif, le cadmium semble agir indirectement en se liant a
des thiols intracellulaires tels que le glutathion et / ou d'interférer avec les actions des
différentes enzymes qui protegent contre le stress oxydatif.

Gréace a ces mécanismes indirects, le cadmium peut amplifier considérablement les actions
du processus d'oxydation normales au sein de la cellule, qui se traduit par un stress oxydatif.
Alors que le stress oxydatif a longtemps été considéré comme un mécanisme relativement non
spécifique des lésions cellulaires, il est maintenant reconnu que le stress oxydatif, en
particulier a des niveaux faibles a modérés, peut effectivement déclencher I'activation des
voies de signalisation oxydantes spécifiques.

Il est a noter que beaucoup de ces soi-disant voies de signalisation oxydantes ont egalement
été révélées étre modulée par I'exposition au cadmium. Cependant, a I'neure actuelle, la
relation de cause a effet entre les effets de signalisation de cadmium et le développement du

stress oxydatif ne sont pas claires.(12)
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Espéeces réactives d'oxygene et interférence avec le systeme antioxydant
cellulaire

Diverses études ont montré que la cancérogénicité au cadmium semble étre fortement
médiatisée par la production d'espéces réactives d'oxygene. On sait que le cadmium induit la
production de radicaux hydroxylés, d'anions superoxyde, d'oxyde nitrique et de peroxyde
d'’hydrogéne.

Le cadmium augmente également les niveaux de peroxydation lipidique dans les
mitochondries du foie et du foie des rats exposes et des hépatocytes cultivés en rat.

Ces résultats renforcent les conclusions tirées des données sur la génération de ROS induite
par le cadmium. Le taux de malondialdéhyde diminue si I'exposition est maintenue pendant 2
semaines suggérant une réponse adaptative.

Parce que le cadmium n'est pas un métal de Fenton, des mécanismes indirects pour la
génération de radicaux libres ont été proposés. Les effets du cadmium sur de nombreuses
enzymes antioxydantes cellulaires ont été étudiés de maniére approfondie (pour un résume.
L'exposition a court terme au cadmium a permis de diminuer les activités de la quasi-totalité
de ces enzymes in vitro et in vivo, alors qu'avec des doses plus élevées et une exposition
prolongée, I'amélioration des activités a été trouvée, probablement en raison de l'induction
adaptative des géenes. Le cadmium peut diminuer la teneur en glutathion cellulaire (qui est
connue pour éliminer les espéces d'oxygeéne réactif intracellulaire par une réaction directe, ou
via le systtme GSH peroxydase / GSH) ou les activités de la superoxyde dismutase (qui
catalyse la conversion du radical anion superoxyde en molécules L'oxygene et le H202 et
protége ainsi contre les dommages induits par les superoxyde), la glutathion peroxydase (qui
convertit H202 et les peroxydes lipidiques en H20 et les acides gras hydroxylés non réactifs,
respectivement) et la catalase (qui catalyse la conversion du H202 en eau et en oxygene
moléculaire).

La diminution de l'activité et / ou des niveaux intracellulaires d'antioxydants causés par le
cadmium, ainsi que la génération de radicaux produits lors du métabolisme normal, peuvent
expliquer l'augmentation de la peroxydation lipidique et des dommages a I'ADN dans les
cellules.

Le cadmium stimule l'expression de nombreux genes, dont certains codent pour les
protéines antioxydantes dans certaines conditions expérimentales (voir aussi la section ci-

dessus sur la régulation des genes). L'exposition des rongeurs au cadmium a été rapportée
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pour augmenter les niveaux de métallothioneine et de glutathion et, dans certaines études, il a
augmenté les activités des enzymes antioxydantes, le superoxyde dismutase, la glutathion
réductase et la glutathion peroxydase dans divers tissus.

En outre, le cadmium est connu pour induire I'accumulation de métallothionéines dans
presque tous les tissus a la fois dans les systémes in vivo et in vitro et dans les cellules
épithéliales alvéolaires cultivées, les ARNm accrus induits par le cadmium pour la? -
glutamylcysteine synthetase et deux isoformes de la glutathion-S-transférase. Etant donné que
les métallothionéines ont un effet protecteur contre la mutabilité spontanée, les radicaux a
base de carbone, d'oxygene et d'azote, les mutagénes électrophiles, les médicaments
antinéoplasiques et les oxydants environnementaux, leur augmentation peut éventuellement
protéger les cellules contre le cancer; D'autre part, il peut rendre les cellules cancéreuses

insensibles aux médicaments antinéoplasiques.(11)

Production de médiateurs inflammatoires et de molécules d'adhésion

Des études antérieures démontrent que les cellules Kupffer activées libérent un certain
nombre de médiateurs inflammatoires (ROS, oxyde nitrique et cytokines). Parmi ceux-ci, le
TNF-o et 1'IL-1B ont été reconnus pour stimuler 1'expression des molécules d'adhésion
(molécule d'adhésion intercellulaire-1 (IMAC-1), molécule d'adhésion des cellules
vasculaires-1 (VCAM-1), Eselectin, P-sélectine , B2-integrin Mac-1) par la suite dans le foie,
qui déclenchent une cascade de réponses cellulaires et humorales conduisant a une

inflammation et a une altération du foie secondaire lors de I'népatotoxicité induite par Cd.(13)

L'inactivation du groupe sulfhydryle et le stress oxydatif

Le cadmium se lie a des groupes sulfhydryle avec une affinité plus élevée que les groupes
phosphate, chlorure, carboxyle ou amino. L'importance des réactions du groupe sulfhydryle a
I'népatotoxicité induite par Cd est en partie la protection fournie par le MT et le GSH, des
composés riches en résidus de cystéine. L'inactivation des proteines et des thiols non
protéiques pourrait également produire une toxicité en perturbant I'état redox intracellulaire,
ce qui pourrait affecter un certain nombre de processus biologiques importants.

Le stress oxydatif, defini comme I'état de déséquilibre entre les concentrations
De ROS et le mécanisme de défense antioxydant, contribue au développement de

dommages au foie.(13)
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VI. 2. Au niveau cellulaire

a. Cadhérine d'adhésion cellulaire comme molécules cibles potentielles du
cadmium

L'un des premiers effets toxiques du cadmium qui est évident dans les cellules des tubules
proximaux, a la fois in vitro et in vivo, implique la rupture de I'adhérence cellule-cellule par
médiation de cadhérine. Les cadhérines représentent une famille de molécules d'adhésion
cellulaire dépendant du calcium qui sont habituellement localisées au niveau des jonctions
adheérentes dans les cellules épithéliales.

Le domaine extracellulaire de la cadhérine contient Ca®* des sites de liaison et les régions
adhésives. Le domaine intracellulaire est lié & la 3-catenine, qui est lié & caténine, qui relie
I'ensemble du complexe du cytosquelette d'actine. Catenine fonctionne également comme un
régulateur de I'expression génique par la voie de signalisation nucléaire apteres / Wnt.

Quand la R-catenine est libéré du complexe jonctionnel dans le cytosol, elle peut soit étre
ciblé pour la dégradation des protéosomes dans un processus qui comprend le produit du géne
de la polypose adénomateuse colique et de la glycogéne kinase de sérine / thréonine synthase
kinase-3 Ou il peut pénétrer dans le noyau, ou il peut se lier a des facteurs de transcription des
cellules T amplificatrices facteur de lymphocytes facteur-1 et modifier I'expression de génes

impliqués dans I'apoptose et le contrdle du cycle cellulaire.(12)

Cadmium et signaux intracellulaires de calcium

Le cadmium peut altérer I’homéostasie du calcium qui est un systéme universel et un
messager intracellulaire versatile. Une intoxication au cadmium peut augmenter les taux de
calcium via la protéine G couplée aux facteurs de liaisons de métaux. L'activation de la
phospholipase C et la production de I’IP, (Phosphoinositide-binding protein) par hydrolyse de
la phosphatidylinositol s'ensuivent. Cette cascade de signalisation induite par le Cd, déclenche
la libération du calcium de ses compartiments de stockage. Par conséquent, en dépit de son
action inhibitrice sur de nombreux types de canaux calciques et les pompes, le cadmium peut
induire une augmentation des concentrations cellulaires de calcium et ce dernier peut
engendrer 1’apoptose.

Un autre mécanisme par lequel le cadmium interfere avec I'noméostasie calcique est lié a

sa capacite a moduler les récepteurs extracellulaires de calcium. Ainsi, le Cd peut
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profondément affecter les fonctions des cellules exprimant ce systeme de détection de calcium

extracellulaire. (14)

Neurotoxicité

Au niveau cellulaire, Cd peut endommager la fonction neuronale en perturbant la
transmission synaptique, en affectant I'nomeostasie sulfhydryle intracellulaire en raison du
stress oxydatif et entrainant une apoptose ou une nécrose.

La barriere hémato-encéphalique (BBB) limite séverement I'acces Cd au systeme nerveux
central. Un effet toxique direct de Cd sur le cerveau ne se produit qu’avant la formation de
BBB et dépend donc de I'age chez les animaux expérimentaux.

Le cerveau des animaux nouveau-nés est perméable a la Cd qui diminue avec I'age,
probablement en raison de I'augmentation de I'expression de MT (MT-3 dans le cerveau, voir
ci-dessous) et la maturation de la hémorragie cérébrale. Le dysfonctionnement de BBB dans
certaines conditions pathologiques augmente la perméabilité au Cd, comme décrit dans un
rapport de cas suite a une intoxication aigué par Cd. En outre, le plexus choroide peut
accumuler des niveaux élevés de Cd. En raison de la ressemblance fonctionnelle entre les
cellules épithéliales proximales tubulaire et interne de l'oreille interne, on a émis I'hypothése

que le Cd pourrait également altérer la fonction des cellules de I'oreille interne.(3)

Geénotoxicité

Les effets génotoxiques des composés du cadmium ont été réévalués par I'IARC : la
génotoxicité du cadmium s’explique par trois mécanismes :
- Une induction du stress oxydant.
- Une inhibition de la réparation de I’ADN. Le cadmium exerce une inhibition sur différents
types de mécanismes de réparation de ’ADN, tels que I’excision de bases, I’excision de
nucléotides, et I’élimination du précurseur pré-mutagénique (7,8 dihydro-8-oxoguanine).
- Une dérégulation de la prolifération cellulaire et une perturbation de la fonction suppresseur
de tumeurs. Le cadmium interagit avec de nombreuses voies de transduction de la
signalisation cellulaire, parmi lesquelles nombreuses sont associées a la prolifération
cellulaire (signalisation mitogene).

En outre, le cadmium et ses composés n’entrainent pas de dommages a I’ADN, la

génotoxicité du cadmium s’explique par des mécanismes indirects.(6)
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VI1I. Symptomatologie

VII.1. Intoxication aigué

Il existe deux principaux types d’intoxication en fonction de la voie d’exposition.

VII1.1.1. Intoxication aiqué au cadmium par voie digestive

L’ingestion de cadmium, ou de ses composés inorganiques, peut survenir notamment lors
de la prise d’aliments ou de boissons contaminés par du cadmium. Elle provoque rapidement
a partir de 3mg ingérés des vomissements souvent sanglants associés a des douleurs
abdominales intenses, des diarrhées et des myalgies.

Les pertes digestives dues aux vomissements et/ou aux diarrhées engendrent des troubles
hydroélectrolytiques et une hypovolémie. Les troubles hémodynamiques sont responsables
d’une insuffisance rénale aigué€, associés a la toxicité rénale directe du cadmium. Parfois, il
existe une cytolyse hépatique et certains auteurs ont décrit [’apparition d’oedémes
faciotronculaires.

Lors d’intoxications massives, le patient décéde en quelques heures dans un tableau de
collapsus cardiovasculaire, d’acidose métabolique majeure et d’une coagulopathie de
consommation. La dose orale minimale Iétale en une seule prise est estimée entre 350 a 500
mg sur I’échelle de gravité de Hise et Fulkerson de 1973. Cette échelle est ancienne et n’a pas

été réévaluée depuis. Deux cas de déces ont été rapportés dans la littérature a partir de 1500
mg.(8)

VI11.1.2. Intoxication aigué au cadmium par voie respiratoire

L’inhalation de fumées d’oxyde de cadmium peut étre a I’origine d’une fievre d’inhalation

et d’une pneumopathie chimique.

a. Fievre des métaux.

Elle fait partie des fievres d’inhalation. Cette pathologie est également connue sous les
noms de « fievre du lundi » et « fiévre des fondeurs ou des soudeurs », ces deux professions

¢tant les plus exposées aux fumées d’oxydes métalliques. Elle peut survenir lors de
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I’inhalation de fumées d’oxydes métalliques, notamment de fumées d’oxyde de zinc, qui reste
la mieux documentée. Selon certains auteurs, 1’exposition aux fumées d’oxyde de cadmium
peut donner d’authentiques fiévres des métaux. Elle ne doit pas étre confondue avec une
pneumopathie chimique induite par le cadmium. La fréquence des fiévres des métaux semble
étre sous-estimée en raison de son caractére non spécifique et bénin.

Les symptdbmes initiaux apparaissent quatre a huit heures apres une exposition (le plus
souvent le soir succédant I’exposition) et comprennent un syndrome pseudogrippal associant
une fievre transitoire habituellement entre 39 et 40 -C (pic maximum entre neuf a 12 heures
apres le début de 1’exposition et amendement en moins de 24 a 48 heures), une sensation de
malaise général, avec parfois des frissons, des céphalées, des myalgies, des nausées, voire des
vomissements. Une sensation de godt métallique dans la bouche peut étre ressentie.
Cependant, I’auscultation pulmonaire peut attirer I’attention, car parfois des rales crépitants
sont percus dans les cas les plus graves. Il existe habituellement une hyperleucocytose a

polynucléaires neutrophiles précoce et transitoire.(8)

Pneumopathie chimique aigué

Parmi les pathologies pulmonaires aigués induites par des métaux, les pathologies

pulmonaires aigués liées a une exposition au cadmium sont certainement les mieux
documentées dans la littérature.
L’inhalation de fumées de cadmium peut conduire, aprés quelques heures de latence, a une
pneumopathie chimique aigué dénommeée dans ce cas pneumopathie cadmique avec des
signes d’irritation des voies respiratoires comprenant une toux seéche, une dyspnée et des
douleurs rétrosternales s’accompagnant d’une fievre, de céphalées, de myalgies et d’une
hyperleucocytose. Ce syndrome pseudogrippal ne doit pas étre confondu avec une fievre des
fondeurs aux fumées d’oxydes métalliques. En effet, la pneumopathie cadmique s’aggrave
rapidement et peut aboutir a une bronchoalvéolite hémorragique conduisant au déces du
patient dans 10 a 25% des cas.(8)

Déces

De nombreuses études ont montré que l'exposition aigué par inhalation au cadmium peut
causer la mort chez les humains et les animaux. Chez I'homme, plusieurs accidents mortels

d'inhalation se sont produits dans des accidents du travail. Au cours de I'exposition aigué, les
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symptdmes généraux sont relativement doux mais, dans quelques jours apres I'exposition, un
cedéme pulmonaire sévere et une pneumonie chimique se développent, entrainant la mort en

raison d'une insuffisance respiratoire.(3)

VI11.2. Intoxication chronigue

L'intoxication chronique professionnelle a été décrite essentiellement chez des sujets
exposés a des fumées d'oxyde ou a des poussieres respirables de cadmium ou de ses
COMpOSES.

Le cadmium est un toxique cumulatif : I'élimination tres lente du produit explique I'évolution
progressive des manifestations pathologiques, méme aprés l'arrét de I'exposition. Les
principaux organes atteints sont les reins, les poumons et le tissu osseux. Certaines
manifestations constituent davantage des signes d'exposition (dailleurs inconstamment

retrouvés) que d'intoxication proprement dite.(15)

a. Manifestations rénales

Le rein est I’organe-cible de 1’intoxication chronique au cadmium. Classiquement, il s’agit
d’une néphropathie tubulaire proximale caractérisée par une fuite de protéines de faible poids
moléculaire (retinol-binding protein [RBP], al-microglobuline, p2-microglobuline. . .) non
réabsorbées par les cellules tubulaires proximales. L’atteinte tubulaire proximale est
notamment associée a une enzymurie (N acétylglucosaminidasurie.), une aminoacidurie, une
glycosurie, une hypercalciurie et une hyperphosphaturie.

La fuite phosphocalcique urinaire favorise la survenue de lithiase urinaire. Un stade plus
avancé, une tubulopathie distale se surajoute, avec des troubles de la concentration et de
I’acidification des urines. Une néphropathie glomérulaire, caractérisée par une fuite de
protéines de haut poids moléculaire (albumine. . .), peut étre associée a une atteinte tubulaire
préexistante.

La protéinurie tubulaire se poursuit souvent apres I’arrét de 1’exposition au cadmium. Une
insuffisance rénale progressive tardive peut s’installer. Il existe une corrélation entre
I’altération de la fonction rénale et la concentration de cadmium dans le parenchyme rénal ou
dans les urines, mais également avec la concentration de cadmium atmosphérique en milieu

de travail a partir de 700 a 1200 pg/m3. Selon les études, les premiers signes d’une altération
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de la fonction rénale peuvent survenir a partir d’une cadmiurie supérieure a 2 ou 10ug/g de

créatinine.(15)
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Atteinte respiratoire

L’inhalation d’aérosols particulaires de cadmium peut étre a ’origine d’une irritation
importante des voies respiratoires. Il a été décrit dans la littérature des cas de rhinite
chronique, d’hyposmie, voire d’anosmi. Des cas de bronchopneumopathie chronique
obstructive et d’emphyséme pulmonaire ont été également rapportés. Cette équipe a estimé
qu’une légere diminution du coefficient de transfert du CO pourrait étre observée chez un
travailleur exposé pendant une vie professionnelle entiére aux fumées d’oxyde de cadmium a

une concentration atmosphérique supérieure a 50 pg/m3.(8)

Dysfonction cardiovasculaire induite par le cadmium

Dans le systéme cardiovasculaire, les effets du Cd sur le cceur peuvent étre divisés en deux
types: (1) effet sur la structure et I'intégrité des tissus, et (2) effet sur le systeme de conduction
cardiague. Un certain nombre de publications dans les animaux expérimentaux ont suggeré
que les dommages cardiaques induits par le Cd sont associés a une altération de la défense
antioxydante par une génération accrue de ROS, une réduction du flux sanguin coronarien et
une inhibition de la chaine de transport d'électrons dans les cardiomyocytes.

On pense que l'endothélium vasculaire est le site principal ou les effets déléteres de
I'nypertension artérielle, des concentrations élevées de lipides plasmatiques et des niveaux
élevés de glucose dans le diabéte entrainent une altération de la fonction endothéliale. Par
conséquent, I'endothélium est probablement affecté par Cd. Plusieurs éléments de preuve

suggerent que I'endothélium vasculaire est une cible importante de la toxicité du Cd. (12)

Ostéotoxicité

Un ensemble d'études a révelé que I'exposition a long terme du cadmium chez I'hnomme
entraine une augmentation de la fragilité squelettique et une diminution de la densité
minérale. Dans les systémes de culture osseuse, le cadmium a faible concentration agit
directement sur les cellules osseuses pour provoquer a la fois une diminution de la formation
osseuse et une augmentation de la résorption osseuse.

Puisque Cd est un métal non essentiel, I'existence de systemes de transport de membrane

spécialement consacrés a l'absorption cellulaire de Cd est peu probable et on pense
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généralement que Cd peut utiliser des mécanismes de transport pour les métaux essentiels.
(13)

Systeme nerveux central

Les rapports initiaux ont décrit les symptémes du systéme nerveux, y compris les maux de
téte, les vertiges et les troubles du sommeil. L'examen physique a révélé une augmentation
des réflexes du genou-articulation, des tremblements, des dermographies et de la
transpiration. Dans les études sur les humains, I'anosmie a été décrite parmi les travailleurs de
Cd exposés a la poussiere de CdO pendant de longues périodes dans certaines études, mais

pas dans d'autres.(3)

Effets cancérogéene

Les poumons et la prostate sont les organes cibles les plus freqguemment signalés en ce qui
concerne les risques de cancer chez le travailleur exposé et pour la population générale mais
les études récentes ne confirment pas les premiers résultats concernant les cancers
prostatiques. Un effet du cadmium sur le cancer de la prostate est donc suggéré et il semble di
principalement a la consommation alimentaire. Le fait que le cadmium soit faiblement
absorbé par le tractus gastrointestinal (6 % environ) et qu'il atteint directement le foie peut
expliquer son caractére non cancérogéne apres ingestion.

Depuis 1993, I'lARC considére qu'il existe des évidences suffisantes de la cancérogenése du
cadmium et de ses composés chez I'nomme. De ce fait, I'ARC a classé le cadmium et ses
composés dans le groupe 1, c'est-a-dire dans la liste des composés reconnus cancérogenes

chez I'nhnomme.(4)
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Absorption du cadmium
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Figure 2:Toxicité aigué et chronique pour la population exposée au cadmium(4)
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VI1II. Analyse toxicologique

VI1I1.1. Echantillonnage

Le dosage du cadmium sanguin est un indicateur d'imprégnation récente des 3-4 derniers
mois mais aussi de la charge corporelle. Lors de la premiére année d'exposition ou quand
I'exposition est fluctuante, le dosage sanguin est a privilégier. Il augmente pendant 4 a 6 mois
puis se stabilise en plateau : en cas d'exposition faible (quelques pg/m3), le taux sanguin
traduit I'exposition récente. Le tabagisme et I'alimentation peuvent géner l'interprétation des
résultats. Les concentrations augmentent avec lI'dge. Le cadmium sanguin est moins bien
corrélé a l'intensité de I'exposition que le cadmium urinaire. .(5)

Le cadmium urinaire refléte surtout I'exposition chronique et la charge corporelle. C'est le
premier indicateur a utiliser dans la gestion du risque a long terme. Des que les sites de
stockage sont saturés, la fonction tubulaire rénale est atteinte, elle entraine une augmentation
de I'excrétion urinaire du cadmium, une bonne corrélation existe entre les taux de cadmium
urinaire, l'intensité de l'exposition et le degré d'atteinte rénale : pour un taux de cadmium
urinaire proche de 20 pg/g de creatinine, des effets irréversibles tubulaires rénaux sont
constatés : pour un taux de cadmium urinaire voisin de 4 pg/g de creatinine, des effets
cytotoxiques (2 microglobulinurie) apparaissent. Pour un taux de cadmium urinaire entre 10
et 20 pg/g de creatinine et si les taux de (B2 microglobulinurie et de rétinol binding protein
sont inférieurs a 300 pg/g de creatinine, le risque de développer une atteinte tubulaire rénale a

I'arrét de I'exposition est faible.(5)

Au total, le cadmium urinaire doit étre utilisé comme premier indicateur biologique
d'exposition, systématiqguement associé a d'autres indicateurs biologiques d'effet (cadmium
sanguin, indicateurs d'atteinte tubulaire : (B2 microglobulinurie (valeur normale < 300 pg/g de
creatinine), rétinol binding protein (valeur normale < 300 pg/g de creatinine), indicateur
d'atteinte glomérulaire : albuminurie (valeur normale < 15 pg/g de creatinine) des que le

cadmium urinaire est supérieur a 5 pg/g de creatinine.(5)
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VIl .2. Méthode d’analyse Cd

Les procédures les plus courantes pour analyser les concentrations de cadmium dans le
sang et l'urine est une spectrométrie de masse par plasma a couplage inductif (ICP-MS) et
atomique spectrométrie d'absorption (SAA). En outre, les méthodes électrochimiques, les
neutrons lI'analyse d'activation (NAA) et la spectrométrie de fluorescence aux rayons X (XRF)
peuvent étre appliqué. Plusieurs facteurs influencent le choix de la méthode analytique, par

eX. la matrice et la limite de détection requise.(5)

a. Spectrométrie de masse plasmatique par couplage inductif

Dans l'analyse par spectrométrie de masse par plasma a couplage inductif, I'échantillon est
chauffé dans un plasma argon activé par un champ a haute tension. Ainsi, les atomes sont

ionisés.

En utilisant un champ électrique, les ions généres sont accélérés a I'analyseur de la masse
spectrométre, ou ils sont séparés selon la masse des isotopes. Dans la spectroscopie
d'émission optique par plasma a couplage inductif (ICPOES) également appelée spectroscopie
d'émission atomique par plasma a couplage inductif (ICP-AES), I'échantillon est atomisé dans
le plasma d'argon et I'émission du cadmium est mesurée. En utilisant les méthodes ICP-MS et
ICP-OES, le cadmium présent dans l'urine et le sang en raison de I'exposition professionnelle
ou environnementale peut étre déterminée de maniére sensible, en particulier, et avec peu
d'effort.

Les échantillons sont généralement préparés par digestion avec acide ou dilution avec de
I'acide. Un enrichissement supplémentaire est réalisé par extraction avec des solvants
organiques ou par micro-extraction capillaire. Détection les limites pour l'analyse ICP-MS
dans le sang ou l'urine sont principalement rapportées dans le moins de 0,007 mg/ L a 0,1 mg
/ L.(16)

Spectromeétrie d'absorption atomigue
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Dans la spectrométrie d'absorption atomique, I'échantillon est chauffé par une flamme ou
dans un four, jusqu'a ce que I'élément atomise. Les atomes absorbent la lumiere a la ligne de

résonance. L'atténuation de l'intensité du faisceau lumineux peut étre mesurée.

Le cadmium dans le sang, l'urine, les cheveux, la salive et le lait humain est principalement
analysé avec la spectrométrie d'absorption atomique du four en graphite (GF-AAS),
également connu sous le nom d'AAS électrothermique (ET-AAS). Les échantillons sont
géneralement préparés par digestion avec de l'acide nitrique solubilisant (Triton® X-100) ou
modificateurs matriciels (Par exemple, I'hydrogénophosphate de diammonium, les
composants Pd) sont ajoutés a une tres faible concentration de cadmium, la pré-concentration

peut étre réalisée par chélation et extraction avec un mélange de solvants organiques.(16)

Meéthodes électrochimiques

Dans la voltamétrie de décapage anodique a impulsions différentielles (DPASV), les ions
Cadmium sont Premier réduit et amalgamé a I'électrode de travail (une goutte de mercure
suspendue électrode ou une électrode de film de mercure) pendant la pré-électrolyse a une
application appropriée potentiel. Dans la deuxieme étape, le cadmium amalgamé réduit est ré-
oxydé par moyen d'une rampe de potentiel imposée entre I'électrode de travail et une platine
électrode a tige. Le pic résultant est proportionnel a la concentration en cadmium de la

solution.

Des procédures DPASV ont été appliquées pour analyser le cadmium dans l'urine et dans les

cheveux humains. Les échantillons ont été préparés par digestion avec des acides.

Au cours de l'analyse de décapage potentiométrique (PSA), les oligo-éléments ou les ions
sont pré-concentrés par dép6t potentiostatique sur une électrode (par exemple film de mercure
sur Une électrode en carbone vitreux). Contrairement a DPASV, le PSA n'est pas sujet a
I'arriere-plan Interférences des constituants organiques électro actifs dans I'échantillon ou a la

présence de I'oxygene dissous. (16)
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Autres méthodes

Les concentrations de cadmium dans les matériaux biologiques peuvent également étre
mesurées avec des neutrons I'analyse d'activation (NAA) et la spectroscopie de fluorescence
aux rayons X (XRF). Tous les deux techniques dépendent de la détection des photons générés
par le cadmium par un extérieur faisceau de rayonnement incident. Dans NAA, la
concentration de cadmium dans I'échantillon est déterminée en étudiant I'émission de rayons
généraux apres l'irradiation de I'échantillon avec neutrons. En revanche, I'émission de photons
dans XRF est produite par un incident faisceau de rayons X ou de radiographies interagissant
avec les électrons atomiques du cadmium résultant dans I'émission de rayons X

caractéristiques

Les analyses des concentrations de cadmium dans le rein humain et le foie avec NAA
peuvent étre effectuées avec des mesures directes in vivo ou in vitro. De plus, les procédures
NAA pour la quantification du cadmium dans les matériaux biologiques tels que échantillons
de foie et de nourriture bovins, cheveux humains, sérum et centre humain des échantillons de

problemes de systeme nerveux ont été décrits.

Avec XRF, le cadmium dans le rein peut étre analysé in vivo. Celles-ci les procédures sont
utilisées pour les mesures cliniques dans le rein des personnes professionnelles exposé au
cadmium. La limite de détection de XRF dépend fortement sur la distance entre la peau et le
rein, qui doit étre analysée par ultrasons.(16)
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IX. Prévention

IX 1. Prévention technique

a. Stockage

> Stocker le cadmium et ses composés en I'absence de toute humidité, dans des locaux

frais et bien ventilés, a I'abri de toute source de chaleur ou d'ignition .

> Mettre le matériel électrique, y compris I'éclairage, en conformité avec la

>

réglementation en vigueur.
Fermer soigneusement les récipients et les étiqueter correctement. Reproduire

I'étiquetage en cas de fractionnement des emballages.(15)

Manipulation

>

A\

Instruire le personnel des risques présentés par les produits, des précautions a observer
et des mesures a prendre en cas d'accident.

Prévenir toute inhalation de poussiéres, de fumées ou de brouillards. Effectuer en
appareil clos toute opération industrielle qui s'y préte.. Prévoir également des appareils
de protection respiratoire pour certaines opérations exceptionnelles de courte durée ;
leur choix dépend des conditions de travail.

Séparer les postes et locaux ou s'effectuent des opérations pouvant donner lieu a
émission de poussiéres ou de fumées.

Contrdler réguliérement la teneur de I'atmosphere ; contréler également les surfaces
sur lesquelles le métal ou ses composés sont susceptibles de se déposer.

Eviter tout contact des produits avec la peau et les yeux.

Ne pas boire ou manger dans les ateliers.

Ne jamais procéder a des travaux sur ou dans des cuves et réservoirs contenant ou

ayant contenu du cadmium ou ses composés sans prendre les précautions d'usage.(15)

IX 2. Prévention médicale

>

A l'embauchage, éviter d'exposer au cadmium les agents présentant des atteintes

broncho-pulmonaires, ostéoarticulaires, hépatiques ou rénales chroniques. |l
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appartiendra au médecin du travail de juger de l'opportunité d'effectuer certains
examens complémentaires de dépistage ou de référence.

Le meédecin du travail avertira les sujets potentiellement exposés au cadmium et
certains composés minéraux du risque éventuel d'atteinte de la fertilité et recherchera
systématiquement des difficultés de conception a l'inter rogatoire.

Surveillance biologique : le cadmium urinaire doit étre utilisé comme premier
indicateur biologique d'exposition associé au dosage du cadmium sanguin, reflet des
expositions récentes. Pour éviter toute contamination, des prélévements le matin avant
la prise de poste peuvent étre recommandés.

En cas de contact oculaire ou cutané, laver immediate ment et abondamment a I'eau.
Consulter un ophtalmologiste si une douleur ou des lésions apparaissent.

En cas d'inhalation, retirer le sujet de la zone polluée, aprés avoir pris toutes les
précautions nécessaires pour les intervenants.

En cas d'ingestion, tenter de faire vomir si le sujet est parfaitement conscient.

Dans ces deux derniers cas, faire hospitaliser pour surveillance des effets locaux et

systémiques et mise en route d'un traitement symptomatique.(15)
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Réglementation
X. 1. Matrices biologiques

Nous présentons dans le tableau ci-dessous les valeurs de référence proposées d’aprés 1’étude

réalisée : (17)

Element Sang Serum Urine

Cadmium 1,8-55 nmol/L < 1-4 nmol/L < 3-35 nmol/L

Valeurs toxicologiques de référence (ug/m3) retenues pour une exposition aigué par
inhalation (fixées par ATSDR) : VTR=300.(18)

Valeurs toxicologiques de référence retenues pour une exposition chronique (fixées par
ATSDR, OMS) : VTRinh=0,01.(18)
X 2. Atmosphere

La concentration de cadmium dans l'air a été estimeée entre 0,1 et 5 ng / m3 dans les zones

rurales et de 2 a 15 ng / m3 dans les zones urbaines.(3)
X 3. Eau
Valeurs limites dans I'eau fixées par I'US-EPA le cadmium : 0,005 mg/L.(18)
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Traitement

Le traitement d’intoxication aigué au cadmium inorganique par ingestion est tout d’abord
symptomatique. L’évacuation gastrique est justifiée tant que la radiographie de I’abdomen
sans préparation montre des opacités, le cadmium étant radio-opaque. Il a été montré dans la
littérature que de nombreux agents chélateurs semblent augmenter 1’excrétion rénale de

cadmium et diminuer la toxicité du cadmium.

Cependant, certains de ces agents chélateurs, comme 1’acide éthyléne diaminetétraacétique
(EDTA) calcique disodique, le calcium trisodiumdiéthylene triaminepentaacétate (Ca-DTPA),
le 2,3-dimercapto-1-propane sulfonate (DMPS) et le diéthyldithiocarbamate (DDTC),
aggravent les effets toxiques du cadmium.

Certains auteurs proposent une chélation per os par de I’acide 2,3-dimercaptosuccinique

(DMSA) a la dose de 30 mg/kg par jour en trois prises sans dépasser la dose de 1,8 g/j.

En effet, ’administration rapide per os de DMSA aprés une ingestion aigué de cadmium
réduirait efficacement 1’absorption intestinale et la toxicité du cadmium. A ce jour, les
données de la littérature ne permettent pas encore d’évaluer son efficacité clinique. Selon
certains auteurs, aucun agent chélateur ne peut étre encore proposé dans les intoxications
humaines au cadmium. (5)

Le traitement des fiévres des métaux est symptomatique, comportant essentiellement des
antipyrétiques. La physiopathologie des fiévres des métaux n’ayant pas une origine allergique,
il n’y a alors pas lieu de conseiller au patient une éviction totale et définitive a 1’agent

étiologique (5)
Le traitement médical de la pneumopathie cadmique est symptomatique. Toutefois, en cas

d’intoxication systémique associée, une chélation par du DMSA pourrait étre proposée selon

certains auteurs. (5)
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Introduction

L'analyse de traces joue un role important en sciences médicales c’est le cas pour le
biomonitoring des niveaux des éléments physiologiquement essentiels et toxiques. Les ions
métalliques ont une influence sur le développement, croissance et reproduction des cellules et
de tissus. Ainsi, la connaissance de leurs niveaux de contenu peut fournir des informations
importantes sur I'état de santé du patient.

Quelques méthodes sont utilisées pour I'analyse des traces, telles que la Spectrométrie
d'émission (ICP-AES), la spectrométrie de masse plasmatique a couplage inductif (ICP-MS) ;
la spectrométrie de fluorescence aux rayons X, et la spectrométrie d'absorption atomique

(AAS) qui est couramment appliquée en clinique. (19)

Principe de fonctionnement de la spectroscopie d’absorption

atomique

L'absorption atomique est un processus qui se produit lorsqu’un atome appartenant a 1'état

fondamental passe a 1’état excité par ’absorption d’une énergie, sous la forme d’un

rayonnement électromagnétique, qui correspond a une longueur d'onde spécifique.(20)

Le principe en est simple : il s'agit donc obtenir des atomes a I'état fondamental, relier
I'absorption causée par ces atomes a leur nombre et ensuite ce nombre & leur concentration
dans la solution a doser.

Pour cela, un faisceau de lumi¢re monochromatique de fréquence telle qu’il soit
absorbable par I’élément a doser est envoyé¢ dans une vapeur atomique de cet élément. La
mesure de I’intensité lumineuse, avant et aprés le passage dans la vapeur atomique permet de
déterminer le pourcentage d’absorption. Techniquement, cela se produit en deux étapes
successives : I’atomisation qui permet d’obtenir des atomes libres et la mesure qui permet
d’avoir la concentration de 1’élément a doser.

En effet si ’on compare cette méthode a une colorimétrie classique suivant la loi de beer-

lamber on retrouve les mémes éléments ; mais les difficultés sont plus grandes.
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Le milieu absorbant qui doit étre produit par transformation du produit a dose ; n’est pas une
solution liquide de concentration constante : mais un gaz dont la concentration est sujet a
beaucoup plus de fluctuation.

En outre, les atomes peuvent exister dans cette vapeur a des niveaux d’énergie différentes ;
et il faut que le plus grand nombre possible se trouve a un niveau compatible avec
I’absorption c'est-a-dire au niveau fondamental.

L'absorption est un phénoméne probabiliste et il faut avoir suffisamment de photons et
d'absorbeurs pour pouvoir étudier le phénomeéne (et pour que les détecteurs fonctionnent).

On peut remarquer que l'absorption est limitée par deux "bornes" : s’il n'y a pas d'espéces
absorbantes, aucun photon ne sera absorbé et le milieu sera parfaitement transparent (quel que
soit d'ailleurs les longueurs d'onde des photons).(21)

Si la concentration des espéces absorbantes devient infinie, plus aucun photon va arriver au
détecteur et le milieu sera opaque, au moins dans les bandes d'absorption
C'est pour cette raison que les absorptions (ou) les transmissions sont exprimées en
pourcentage, le premier cas correspondant a une absorption de 0% (ou une transmission de
100%), le deuxieme cas correspond quant & lui a une absorption de 100% (ou une
transmission de 0%) dans la bande d'absorption.

Pour les cas intermédiaires, I'absorption va varier entre 0 et 100% suivant la concentration,
mais suivant aussi la longueur d'onde des photons, I'absorption étant maximum (pour une
concentration donnée) au maximum du profil d'absorption.

Il convient également de rappeler que la lumiére doit étre assez rigoureusement
monochromatique c'est-a-dire plus étroits que les profils d'absorption, et si possible centrés
sur les maxima d'absorption ou l'absorption est maximum pour une concentration donnée.
L’intensité émise doit étre constante, c'est-a-dire la source stable.(22)

Enfin il faut; lors de la mesure de I’intensité lumineuse aprés absorption; éliminer
I’absorption due a la réémission des atomes excités ;mais aussi au spectre propre de la
flamme.(23)
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I11. Appareillage

Les instruments de base pour la spectrométrie d’absorption atomique comportent quatre

parties principales:
e Le faisceau lumineux issu de la source (1)
e la chambre d’absorption (flamme ou four) (2) dans laquelle I’élément se trouve porté
a I’état atomique.

e Monochromateur (3) qui sélectionne un intervalle tres étroit de longueurs d’onde.

e détecteur (4)

@
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Figure 3: Les instruments de base pour la spectrométrie d’absorption atomique(20)

I1l. 1. Source lumineuse

C’est un organe essentiel car la mesure dépond en grand partie de ces caractéristiques.
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En effet DI’intensité émise doit étre aussi grande que possible car ce n’est qu’une fois le flux
de photons est suffisamment important que la probabilité de rencontre avec un atome est
suffisamment grande pour espérer une mesure quantitative.(24)
On utilise en spectrométrie deux types de sources:

e Lampe a cathode creuse (la plus répandue)

e Lampe EDL

a. Lampe cathode creuse

La lampe a cathode creuse est une source discontinue émettant des raies fines
caractéristiques des atomes constituant la cathode.
Généralement la cathode est mono élément, ce qui impose une lampe par élément & doser,
bien que quelques lampes multiéléments soient commercialisées, avec un risque de durée de
vie raccourcie.
La sélectivité de la lampe mono élément permet cependant de limiter les risques

d’interférences spectrales.
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Figure 4: La lampe EDL.(22)

La lampe EDL (Electrodeless Discharge Lamp) est utilisée pour des éléments comme
I'aluminium, l'arsenic, le bismuth, le cadmium, le césium, le mercure, le phosphore ou le zinc.
Une petite quantité d'un de ces éléments, sous forme de sel, voire de combinaison avec un
ou plusieurs autres éléments, est placée dans un bulbe de quartz contenant un gaz inerte. Le
bulbe est placé dans un cylindre en céramique entouré par une bobine. Lorsque le courant
passe dans la bobine, un champ se crée, ionise le gaz inerte et excite les atomes se trouvant a

I'intérieur du bulbe, atomes qui émettent alors leur spectre caractéristique.(22)

111.2. Chambre d’absorption
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Les cellules d'absorption les plus utilisées en spectrométrie sont la flamme et le four
graphite qui sont capables, a partir d'éléments présents en solution, de fournir des atomes

libres en proportion suffisante pour utiliser la technique d'absorption.(20)

111.2.1. La flamme

Quand on utilise la flamme, on nébulise la solution gréce a un capillaire et un venturi qui

fournit un fin aérosol de la solution (gouttelettes de quelques microns de diametre), entrainé
dans la flamme par les gaz qui I'alimentent.
Il faut noter que seulement quelques pour-cent de la solution se retrouvent dans la flamme et
qu'aprés des phénomenes complexes de vaporisation, dissociation, recombinaison, on obtient
une proportion plus ou moins forte d'atomes libres susceptibles d'absorber le rayonnement.
C'est pour cela que I'on est obligé de préparer des étalons ayant composition (une matrice)
aussi voisine que possible que celle des échantillons afin de maitriser au mieux les
phénoménes physico-chimiques (nébulisation, vaporisation, réactions chimiques) qui
interviennent dans I'obtention des atomes libres a I'état fondamental.(22)

a. Atomisation par nébulisation dans une flamme

Un ensemble mécanique robuste, appelé brlleur, alimenté par un mélange gazeux
combustible/comburant, produit une flamme dont la base s’inscrit dans un rectangle de 10 cm
de longueur et de 1 mm de largeur. L’axe optique de 1’appareil est aligné dans sa plus grande
dimension avec la flamme L’échantillon mis en solution aqueuse est aspiré et nébulisé dans ce

mélange gazeux.(24)

111.2.2. Le four graphite

Le four est muni d’un bras robotisé qui est utilisé¢ pour réaliser automatiquement 1’ensemble
des mesures grace a la plateforme tournante. Ce bras, appelé « passeur », est équipé d’un
capillaire trés fin qui permet de prélever d’infimes quantités des échantillons (de I’ordre de
quelques pL). Lors d’une mesure le passeur effectue d’abord un rincage du capillaire avec le
blanc, puis se déplace pour prélever I’échantillon a tester. La petite goutte de liquide prélevée

est ensuite déposée dans une petite cuve en graphite : c’est le four.(25)
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a. Atomisation électrothermique

Le dispositif précédent avec flamme et nébuliseur est remplacé par un four graphite
composé d’un tube en carbone graphite comportant une petite nacelle destinée a recevoir une
quantité d’échantillon de quelques mg ou ml connue avec précision. Ce tube, dont 1’axe
central se superpose a 1’axe optique du spectrophotometre, fait office de résistance €lectrique.

11 est susceptible d’atteindre, par effet Joule, plus de 3 000 K.(21)

b. Fonctionnement du four

Le four est composé de graphite et agit comme une résistance, ¢’est-a-dire qu’un courant
parcourt la cuve et la température augmente dans celle-ci par effet Joule.

Au cours de la premiére étape, le séchage, une grande partie du solvant est éliminé, ce qui
permet de ne conserver que 1’échantillon « brut » a doser. Cette opération est réalisée a
environ 100°C.

Au cours de la seconde étape, la décomposition, le four est porté a une température encore
plus élevée (800°C), ce qui permet d’éviter les effets de matrice en décomposant les restes de
solvant. Les effets de matrice représentent 1’influence de 1’environnement, ici le solvant, sur
la mesure : on pourrait obtenir des résultats différents pour des échantillons de méme
concentration mais avec des solvants différents. Cette étape est donc primordiale pour
I’analyse. Il convient évidement de vérifier que la température de décomposition est bien
inférieure a la température d’ébullition de I’espéce a doser (1750°C pour le Plomb) sans quoi

nous pourrions perdre une partie de 1’échantillon.

Pendant I’atomisation, le four passe a une température de 1200°C en moins d’une seconde.
Gréace a ce changement brusque de température, les liaisons entre les atomes des différentes
molécules présentes dans 1’échantillon se cassent, ce qui permet d’obtenir un gaz atomique.
C’est grace a ce gaz que les mesures d’absorbance vont étre réalisées. Cela est possible par
I’utilisation d’un gaz rare, 1’argon, qui « place » le gaz produit sur le chemin optique de
I’appareil.

Enfin, lors de la derniére étape, la pyrolyse, les restes de 1’échantillon calciné sont €liminés
grace a une derniére augmentation de la température jusqu’a 2700°C. Cette étape permet de

réaliser de nouvelles mesures sans contaminer la cuve par un nettoyage manuel. Le tube en
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graphite revient ensuite & la température ambiante grace a un systéme de refroidissement a
eau.(25)

111.3. Monochromateur

Le faisceau incident (source émise) est un spectre de raies qui contient : les raies de
I’¢lément a doser et les raies du gaz de remplissage, les raies d’éventuelles impuretés ainsi
que les raies de ’atomiseur (flamme) par conséquent, c’est une lumiére poly chromatique. Le
role du monochromateur consiste a éliminer toute la lumiére, quelle que soit son origine,
ayant une longueur d’onde différente de celle a laquelle on travaille pour avoir un faisceau

monochromatique. (20)

a. Détecteur et dispositif de mesure
Dans les méthodes physiques d'analyse, I'appareil utilisé fournit un résultat qui sera le plus

souvent un signal électrique représentatif de la grandeur a mesurer : le détecteur est donc un
"transformateur™ qui fournit un courant ou une tension a partir d'une caractéristique physico-
chimique.

En spectrophotométrie d’absorption, la grandeur physique observée est le flux lumineux regu
par un détecteur de photons. Il existe trois types de détecteurs:

-Les détecteurs thermiques

-Les détecteurs pyro electriques

-Le photomultiplicateur.(20)
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V. Difficultés analytiques et résolution des problémes analytiques
en SAA

IV. 1. Difficultés analytiques

Il existe des phénomeénes pouvant perturber la mesure des intensités notamment la présence
de particules (diffusion, turbidité), la présence d'autres constituants ayant une absorption a la
longueur d'onde de travail (interférences), la dérive d'intensité lo de la source...etc. En effet,

ces interférences peuvent étre de type spectral, chimique ou physique.

a. Interférences spectrales

Le dispositif a four graphite peut conduire & une émission parasite due aux parois du tube.

Les composeés de la matrice peuvent conduire également a des absorptions annexes.
On n’est donc jamais a I’abri de la superposition de deux radiations : celle choisie pour le
dosage avec une raie secondaire appartenant a un autre élément. En absorption atomique, les
confusions sont rares, mais il est quelquefois conseillé d’effectuer une seconde mesure en
changeant la longueur d’onde.(20)
I1 existe ainsi un certain nombre de phénomenes ayant leur siege dans la source d’atomisation
et affectant la mesure spectrale d’absorbance de I’analyte :

e Par superposition (chevauchement) de raies

e Par la présence de bandes d’absorption moléculaire.

e Par la diffusion de la lumiére incidente sur des particules solides ou liquides présentes

dans I’atomiseur.(20)

b. Interférences chimiques (effets de matrice)

Les interférences chimiques résultent des modifications, dans la source d’atomisation, des
processus de dissociation, d’oxydoréduction ou d’ionisation. Elles altérent la densité de
vapeur atomique ou sa vitesse de formation.

La plupart des analyses biologiques cliniques s'appuient sur I'analyse d'échantillons tels que
le sang, le sérum, le plasma, liquide céphalo-rachidien, liquide synovial et 1’urine. Cependant,
une forte concentration des constituants inorganiques peuvent provoquer des interférences

matricielles et / ou spectrales. De plus, la matrice biologique peut altérer I’appareil aprés une
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utilisation prolongée. Ces effets sont particulieérement observés pour les échantillons de sang
total. Par conséquent, la majorité des procédures impliquent une digestion avec des mélanges
d'oxydation acide pour ¢liminer la matrice organique avant 1’analyse instrumentale.
Cependant, cette approche est complexe et augmente le risque de contamination de
I'échantillon. En outre, en raison de la dilution de I'échantillon, la limite de détection est plus
¢levée. L’introduction du four a graphite (GF) au spectrométre d'absorption atomique comme
atomiseur donne l'occasion d'une analyse directe des échantillons biologiques car ils sont
fournis dans Tube de graphite sans nébulisation et donc, I'étape de minéralisation n'est pas
nécessaire.

Bien que (SAA FG) ait été utilisé pour l'analyse directe des traces de sérum humain, de
plasma et d’urine, le nombre de publications concernant les échantillons de sang total est
limité, principalement parce que les résidus de la matrice riche sont difficiles & eliminer et

diminuent la durée de vie du tube en graphite.

c. Interférences physiques (interférences de transport)

Les interférences physiques sont généralement liées aux propriétés physiques des solutions

étudiées (changement de viscosité entre les étalons et les échantillons).(20)

1V.2. Résolution des difficultés

IV.2.1. Modifications technologiques de I’équipement

La mesure d'absorption spécifique a un élément peut étre perturbée par des absorptions non
spécifiques et différentes interactions qui peuvent étre corrigées ou compensées par
différentes méthodes.(20)

Des modifications supplémentaires de I'équipement, par exemple, une lampe au xénon a
haute pression fournissant un haute intensité de rayonnement dans la gamme UV-Vis en tant
que source d'excitation, un double monochromateur avec un pré-monochromateur de prisme
et un monochromateur de grille échelle pour haute résolution et le dispositif de couplage de
charge (CCD) en tant que détecteur ont amélioré la sensibilité, la stabilité et la linéarité du
signal analytique, augmentant de maniere significative le potentiel d'application de la source
de continuum haute résolution (HR-CS) (SAA FG) dans I'analyse des traces.

102



Le meilleur Avantage de HR-CS SAA FG par rapport aux instruments traditionnels de source
de ligne (LS), est la capacité de correction darriere-plan (BC) qui est effectuée
mathématiquement en utilisant des spectres HR. Il peut traiter une absorbance d‘arriére-plan
plus élevée (non spécifique) que d'autres techniques BC utilisés dans SAA FG comme
deutérium BC et Zeeman-effet BC.

Jusqu'a présent, cette technique a été appliquée pour l'analyse directe des aliments des

échantillons de plantes et echantillons environnementaux.(26)

IVV.2.2. Correction des interférences spectrales (Correction de fond pour la

SAA)

La correction de fond est souvent nécessaire pour les éléments ayant des raies de résonance

appartenant a la région ultraviolet lointain et est essentielle pour atteindre une grande
précision dans la détermination des faibles concentrations d'éléments dans des matrices

complexes.(20)

a. Correcteur au deutérium

Les modeles utilisant ce mode de correction comportent une seconde source, continue,
constituée par une lampe a deutérium .Les mesures reposent sur ’emploi d’un miroir
tournant.

On commence d’abord par régler le monochromateur sur la raie choisie pour le dosage de
I’élément a évaluer. Quand la lampe a deutérium est sélectionnée, sachant que 1’échantillon
est nébulisé dans la flamme, on évalue pratiquement le seul fond d’absorption car la bande
passante est une centaine de fois plus large que la raie d’absorption choisie.

Quand la lampe a cathode creuse est sélectionnée, on mesure cette fois 1’absorbance totale
(fond d’absorption et absorption de ’analyte. Les absorbances étant additives, la différence

entre les deux mesures permet de connaitre 1’absorption due au seul élément.(24)

b. Correcteur par effet Zeeman

D’autre part, pour certains ¢léments la détermination par SAA-ET est source de difficultés
non négligeables et les faibles teneurs urinaires, la matrice tres chargée en sels minéraux,

nécessitent souvent le recours a un appareillage muni d’une correction de fond par effet
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Zeeman. Il permet de corriger I’absorbance non spécifiques, en particulier en absorption
atomique électrothermique.

C’est le phénomene de décomposition des raies spectrales que 1’on observe lorsqu’un
rayonnement est émis ou absorbé par des atomes ou des molécules placés dans un champ
magnétique. Les raies d’émission (ou d’absorption) du spectre sont « divisées » en multiplets
a repartition symeétrique par rapport a la fréquence de la raie pour laquelle le champ
magnétique est nul.

Un champ magnétique modulé (a la fréquence de I’amplificateur de mesure) est appliqué a la
source d’atomisation perpendiculairement au flux émis par la source d’émission (effet
Zeeman inverse + effet Zeeman transversal). Le flux issu de la source d’atomisation est
polarisé a 1’aide d’un polariseur fixe. Le récepteur regoit, en 1’absence du champ, la radiation
totale A qui permet la mesure de 1’absorbance totale, et lorsque le champ est établi, les

radiations o permettent de mesurer I ‘absorbance non spécifique.(24)

1VV.2.2.Correction des interférences physiques

Par vérification de la viscosité de la solution a analyser on s’assure de la similitude de
composition (solvant, concentration en acide, teneur en sels...) entre les solutions
d’étalonnage et d’échantillons.

Ne pas confondre la nébulisation des échantillons en solution organique aux étalons aqueux.

1VV.2.3.Correction des interférences chimiques

Dans ce cas d’'une combinaison de 1’atome, les remédes généraux consistent a employer,
soit des flammes plus réductrices ou plus chaudes, soit un correcteur d’interaction (le calcium
est libéré par addition de lanthane). Pour éviter la formation des carbures dans le systeme sans
flamme, on peut utiliser des fours avec revétement pyrolytique ou les traiter a ’hydroxyde de
tantale (ces traitements sont en particulier recommandés pour le dosage de 1’étain).

On peut aussi faire 1’économie de ces artifices qui permettent de supprimer les interactions de
type chimique en soumettant I’échantillon a analyser a un traitement préliminaire : séparation
sur résines, extraction par solvant,...etc.

Il existe un grand nombre de recettes pour modifier la matrice d’un échantillon, pour chaque

cas sa solution.(20)
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a. Prétraitement de I’échantillon et minéralisation

Quand on fait appel a I’absorption atomique pour rechercher des ¢léments a 1’état de traces, il
est important de tenir compte de la matrice dans laquelle ils sont présents. Il faut suivre des
protocoles bien établis pour supprimer les interférences ioniques ou chimiques. A titre
correctif, on introduit dans les solutions & doser des sels minéraux ou des réactifs organiques

servant d’« agents libérateurs ».(25)

a.l. Différents types de matrice :

L’utilisation de la SAA permet 1’analyse des métaux dans de nombreux types de matrices de

nature liquide ou solide (sang, urine, cheveux, salive. . .).

+* Sang et urines

Pour des raisons évidentes de praticabilité, d’intégrit¢ et de standardisation, les
prélévements sanguins et urinaires représentent la majorité des analyses des métaux et
métalloides. Pour s’assurer de la qualité du préléevement sanguin, différentes regles sont a
respecter. On sait qu’il existe un risque réel de contamination lors du prélévement. On prendra
ainsi des précautions particuliéres lors la désinfection cutanée (utilisation de mercure et
d’antiseptiques mercuriels, de Dakin), lors de 1’utilisation du matériel de prélévement
(aiguilles métalliques avec une utilisation privilégiée du cathéter en téflon) et lors du choix
des types de tubes de prélevements.(27)

+» Phaneres et autres types de matrices

Le liquide céphalorachidien représente un milieu liquide aisément accessible en contact
étroit avec le tissu nerveux. Les concentrations rencontrées sont souvent 10 a 50 fois plus
faibles que les concentrations plasmatiques. Il reste peu utilisé.

Les cheveux présentent des avantages indiscutables parmi lesquels peuvent étre cités les
facilités de recueil, de stockage et de conservation. Les concentrations métalliques sont
souvent importantes, insensibles aux variations fugaces et il est possible d’obtenir une
information rétrospective sur I’imprégnation métallique de I’organisme en raison de la pousse

relativement lente des cheveux.(27)

105



a.2. Méthodes de préparation des échantillons

Pour accéder a des atomes libres, il existe plusieurs moyens suivant I'état du produit, mais il
faudra de toute facon en détruire une partie. 1l faudra de plus que le nombre d'atomes obtenus
soit représentatif de leur proportion dans le produit pour pouvoir rendre un résultat quantitatif.
I1 existe plusieurs méthodes d’obtention d’atomes libres a partir d’échantillons:

e Chauffer I'échantillon de telle sorte que I'énergie thermique dissocie les particules
(atomes, ions ou molécules). Dans bien des cas, il faudra un chauffage énergique et
une température élevée pour obtenir des atomes isolés.

e Soumettre I'échantillon a un bombardement d'électrons ou d'ions: arc ou étincelle
électrique ou pulvérisation cathodique (métaux et alliage) dans lesquels les atomes
seront alors excités et ionisés, ce qui conduira plutdt a une spectrométrie d'émission.

e Chauffer I'échantillon dans un four a trés haute température ou l'introduire dans une
flamme ou un plasma capables de dissocier les particules Dans ce cas, pour des raisons
techniques, il est préférable d'introduire une solution obtenue a partir d'une dissolution
de I'échantillon (introduction plus faible et plus fidele de I'échantillon, préparation
d'étalons identiques aux échantillons, suppression d'interactions possibles et mal

connues a haute température...).

Pour les matrices solides, une étape de minéralisation est cependant nécessaire. L utilisation
de modificateurs chimiques reste trés classique dans 1’analyse en SAA-ET. lls permettent de
minimiser I’influence des interférences dues a la matrice. Et dans certains cas, une dilution

appropriée en présence de modificateurs permet d’éviter la méthode des ajouts.(27)

a.3. Minéralisation des échantillons

La plupart des méthodes permettant ’analyse des éléments traces dans des matrices
biologiques utilisent la SAA ou I’ICP qui nécessitent des étapes de digestion/dissolution. En
effet, les étapes de décomposition de 1’échantillon et de transformation en une phase liquide
homogene avant 1’analyse sont nécessaires. Ainsi, la préparation d’échantillon reste 1’étape
essentielle de ces méthodes et 1’éfficacité de la méthode de digestion est particuliérement

importante pour obtenir des résultats précis et reproductibles.
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La minéralisation parait s’imposer dans de nombreux cas, surtout pour des échantillons
solides. Elle permet de limiter ou de faire disparaitre les interférences liées aux matieres
organiques et de réaliser en outre une concentration qui ameliore la sensibilité des mesures. Il
parait en effet évident qu’une prise d’essai liquide ou solide, riche en matiére organique,
pourra étre ainsi fortement concentrée lors de la reprise par un volume réduit d’un solvant
convenable. Elle peut étre réalisée par voie séche ou par voie humide mais cette dernieres
impose permettant par I’utilisation de milieux acides, la limitation des pertes par volatilisation
comme dans le cas du dosage de 1’arsenic ou du sélénium. La minéralisation par voie humide
est le processus le plus utilisé actuellement, qui se préte bien a 1’analyse en série. Il est ainsi
ais¢ d’opérer a température controlée, simultanément sur de nombreux échantillons placés
dans un thermostat. La minéralisation peut entrainer des pertes par volatilisation, absorption,
adsorption, ou transformation. Cependant, c’est fréquemment la contamination (réactifs,
matériels utilisés, air ambiant...) qui risque de géner la détermination et oblige I’analyste a

évaluer cette contamination par un blanc représentatif.(27)

a.4. Modificateur de Peffet de matrice

L’effet de matrice est trés important a considérer puisque les teneurs en métaux étant -
indétectables dans les conditions habituelles d’opération, il ne faut pas que I’augmentation du
bruit de fond entrainé par 1’augmentation de la force ionique de la solution ne vienne masquer
le signal de I’analyte. Afin de limiter au maximum les effets de matrice dans I’échantillon il
est possible d’ajouter aux échantillons une solution nommée « modificateur de matrice ».
Celui-ci dépend de 1’élément a doser (pour le plomb nous avons utilisé du nitrate de
magnésium MgNO3 de concentration 10mg/L). Le but du modificateur est de former une
matrice moins complexe que celle formée par 1’échantillon et le solvant, et ainsi de permettre
une meilleure dissociation des éléments lors de 1’étape de séchage et de décomposition du
four.(28)

Il permet ainsi d’améliorer 1’atomisation et de limiter I’effet de matrice lors de I’analyse,
de favoriser une stabilisation de la température dans le four.
Le dihydrogéne phosphate est utilisé comme modificateur chimique pour le plomb et le nickel

car introduit dans la solution, il permet d’éviter les pertes des analytes avant 1’atomisation. Un
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mélange de palladium et de magnésium sous forme de nitrates est recommandé de facon
universelle comme modificateur pour le dosage du chrome et du cadmium.

A coté de ces modificateurs chimiques, 1’utilisation d’une correction par cet effet est
recommandée pour atténuer les absorbances dus a la matrice et en général les meilleurs
résultats pour la plupart des éléments dans les différentes matrices biologiques sont obtenus
par des méthodes utilisant de fagon concomitante les modificateurs chimiques et 1’effet

Zeeman en SAA-ET.(28)
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I. Introduction

La validation se définit comme la confirmation par examen et I’apport de preuves
objectives du fait que les prescriptions particulieres en vue d’une utilisation prévue
déterminée sont remplies » ISO/CEI 17025 5.4.5.1.

Chaque méthode d’analyse posséde donc un certain nombre de propriétés caractéristiques,
permettant de connaitre & tout moment les performances de la méthode. Les caractéristiques
les plus souvent citées sont : la sélectivité, la spécificité, la répétabilité, la reproductibilité, la
linéarité, la capacité de détection, la robustesse, la justesse, ... Ces caractéristiques s’évaluent
grace a des travaux expérimentaux, réalisés soit en interne, soit de maniére collective en
impliquant plusieurs laboratoires.

Donc, afin de valider la qualité des méthodes d’analyse par la Spectrométrie d’ Absorption
Atomique, SAA (Thermo Fischer Scientific iCE 3500), nous avons considéré ces critéres de
validation (la fonction d’étalonnage, les limites de détection et de quantification, la
répétabilité et la reproductibilité et la justesse des mesures) en se basant sur 1’analyse de
plusieurs éléments (Cr, Pb, Fe, Zn, Mn et Cu). (30)

1. ASSURANCE QUALITE

11.1. Validation et Assurance qualité
Validation d’une méthode: enquéte pour déterminer si le but de I’analyse

est réalisé, qui est I'obtention de résultats analytiques avec un niveau acceptable le niveau
d'incertitude.

AQ: Ensemble complet de mesures d'un laboratoire doit s'engager a veiller a ce qu'il est
toujours possible atteindre un niveau éleve de qualité des données. Ces mesures sont les
suivantes:

> 1QC efficace procédures (utilisation de matériaux de référence (RMS) des cartes de

contréle, etc),

> la participation dans les régimes de PT, accréditation a une norme

internationale, normalisation ISO / CEl. (29)
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Figure 5: Different levels of QA measurement for analytical chemistry and food laboratories.
(29)
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I11. ORGANISMES DE NORMALISATION

Tableau 2: Vue d'ensemble des organismes de réglementation européens et internationaux et
leurs lignes directrices et normes sur différents aspects d’AQA. (29)

Body Full name Guidance on
Euracham A focus for analytical Methode validation

chimistry in europe
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CITAC

EA

CEN

IUPAC

ISO

AOAC

International

FDA

UsP

ICH

FAO/WHO

Codex’/CCMAS

ILAC

Cooperation of
internationnal
traceability in analytical
chimistry

European cooperation
for accriditation
European commitee for
normalization
Internationnale union for
pure and applied
chemistry
Internatonnal
standardization
organisation
Association of officiale
analytical chemists

United states food and
drug administration
United states
pharmacopiea
Internationnal
conferance on
harmonization

Food and agricultural
organization/word health
Organization :codex
committee on methode
of analysis and samling
Internationnal laboratory
accreditation
cooperation

Proficiercy testing
Quality assuranc

Accreditation
Standardization

Method validation
Standardization
Internal qualité control
Profeciency testing

Accreditation
Method validation

Methode validation

Proficiencienc testing
Accrediation
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PREVALIDATION (FULL) VALIDATION -—) STANDARDIZATION
SINGLE-LABORATORY OFTIMZZATION INTERLABORATORY or ADOPTION by INTERNATIONALLY
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835 of e 1,150 5725 (1964)
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g e analyial requirement ‘ gve more fhan mfﬂhmm
* precision data must be documented
evdLation of Memod peccmance Doth WANOU and with outiers standand format for texd and
characlensics (Cochean fet; oD test) prasentation of resuls

Figure 6: relation hiérarchique et objectif et exigence de pré validation, validation et
standardisation des méthodes analytiques. (29)

IV. Procédure et méthodes

1V.1. Limite d’acceptation d’une procédure analytique
a. Procédure analytigue

Mode de réalisation de 1’analyse décrivant dans le détail:

=  préparation de 1’échantillon,
= matériels de référence.
= réactifs.

= utilisation d’appareillage.
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= application des formules de calcul. (29)

b. Objectif

Résultats EXACTS, assez proche de la valeur vraie, soit :

X; — Hr <A

1 ou 2% sur des matieres premiéres,

5% sur des spécialités pharmaceutiques,

15% et 20% procédures bio analytiques:

A=%15% pour les trois niveaux de concentration (inferieur, moyen et supérieur)

A=% 20 % pour la limite de quantification inferieur. (29)

IV.2. PHASES DE VALIDATION

a. Phase de pré validation

Préparation des éléments nécessaires a la validation formelle de la méthode:
e Identification de la fonction de réponse.

e Estimation du seuil de quantification.

e Veérification de la Sélectivité. (29)

Critéres Pré validation Validation
Rendement d’extraction +

Sélectivité +) +
Fonction de réponse +) +
Linéarité +
Justesse +
Exactitude +
Fidélité +
Limite de détection +

Limite de quantification (+) +
Intervalle de dosage (+) +
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(+) Evaluation du critere +
Etablissement du critére

IV.3. Critéres de Validation
a. Sélectivité
Aptitude d'un systeme de mesure, utilisant une procédure opératoire spécifiee, a fournir des

résultats de mesure pour un ou plusieurs analytes, qui ne dépendent pas les uns des autres ou
de toute autre grandeur existant dans le systéme en cours de mesure.
e Composés endogenes Absence d’interférences dans au moins 6 blancs matrices de

sources différentes, analysés separément.

Sélectivité - interférence est inférieure a 20% de la limite de quantification inférieure.

e Composés exogenes Recherche d’Interférences potentielles avec les médicaments
souvent associés a la substance désirée. (29)

e fctde réponse Courbe d’étalonnage traduit, a I’intérieur de I’intervalle de dosage, la
relation existant entre la réponse (signal) et la concentration (quantité) en substances a
examiner dans 1’échantillon.

e LOQ Selon EMA La plus basse concentration de la courbe d'étalonnage peut étre

acceptee comme limite de quantification si :

- Le signal de I’analyte a la limite de quantification inferieure doit étre au minimum cing
fois le signal du blanc (S/N > 5).
- La justesse, en termes de biais relatif, et la fidélité devraient étre + 20%.

b. Phases de Validation

» Linéarité

Exactitude-Accuracy
Fideélité- Precision

Effet de mémoire -carry over
Stabilité

YV V VYV V

= Linéarité Capacité d'obtenir des résultats directement proportionnels a la quantité

(exemple : concentration) dans 1'échantillon, a I'intérieur d'un certain intervalle de dosage.

L'exigence de linéarité¢ s’applique aux résultats [concentration calculée= f (concentrations

introduites)], pas aux réponses [signal = f (concentrations introduites)]. (29).
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= Justesse L'étroitesse de I'accord entre la moyenne d'un nombre infini de valeurs mesurées

et répétées et une valeur de référence (VIM 2.15). (29)

La justesse de la méthode au niveau de concentration "i" est obtenue en calculant 1’écart
(biais) entre la moyenne arithmétique des concentrations calculées et la concentration
introduite  du méme niveau. Le biais peut s’exprimer par rapport aux concentrations

introduites en termes de :

Biais absolu (B) Biais relatif (B%) Recouvrement (R%)
_ 1. —X. T
B; =p; — X, 5(%)f=yzx “ X 100 R(%j;%xmn
i i

L'étroitesse de I'accord entre la moyenne d'un nombre infini de valeurs mesurées et répétées et

une valeur de référence (VIM 2.15).

INTRA série en termes de biais relatif, ne devrait pas excéder 15%, sauf pour la limite

inférieure de quantification qui doit étre a 20%.(29).

Les quatre niveaux de concentration (LQI, SV1, SV2, SV3), provenant d'au moins trois séries

d’analyses réalisées, au minimum en deux jours, devraient étre évalués. Calculer, pour chaque

niveau, la moyenne des trois séries et la justesse ; en terme de biais (de la moyenne), ne

devrait pas excéder elle non plus + 15% sauf pour la LIQ qui doit étre a + 20%.

= Fidelité L'étroitesse de l'accord entre les valeurs mesurées obtenues par des mesures
répétées du méme objet ou d'objets similaires dans des conditions spécifiées (VIM
2.16=(29).

Traduit la distribution des erreurs aléatoires, évaluée a 03 niveaux:

> Répétabilité (variations intra-jour),
> Fidélité intermédiaire (variations inter-jour),
Reproductibilité (variations inter laboratoire).

REPETABILITE

cv < 15% standard de validation. (sv)
FIDELITE INTER

T

RePRODUCTIBILTE | cv < 20% limite de quantification inferieure, (LQl)

LQI la plus petite quantité de I’analyte dans un échantillon pouvant étre dosée dans les

conditions expérimentales décrites avec une exactitude et une fidélité acceptables.
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S/N= 10+ 1(>5)
= Effet mémoire Apparition d’un signal dans le blanc au temps de rétention de la molécule

d’intérét apres 1’analyse d’un échantillon ou d'un standard de forte concentration.

Signal < 20% de LQI.
= Stabilité Evaluation pendant toutes les étapes de la procédure, depuis le recueil des
¢chantillons jusqu’a 1’analyse: cycles de congélation- décongélation, stabilite a

température ambiante. Deux niveaux de concentration : bas et haut, soit SV1 et SV2. (29).

|. Principe de ’appareillage

Une goutte de solution de quelques dizaines de microlitres est déposée dans une cuvette
contenue dans le four en graphite. L’échantillon est désolvaté/séché a environ 90 °C,
pyrolysé/calciné de maniére a éliminer la matrice puis atomisé. On détecte I’absorption de la
teneur en atomes maintenue dans la cellule durant environ 1s. Cette absorbance est mesuree a
I’aide d’une lampe a cathode creuse de longueur d’onde spécifique de 1’élément & doser. Nous

avons utilisé un appareil PinAAcle 900H de marque Perkin Elmer.
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1. Décontamination du matériel

Pour le dosage des métaux lourds (dans notre cas Cd) il convient d’utiliser des récipients en
matiére de verre pour éviter toute contamination possible. 1l est préférable de preparer les

récipients la veille du prélévement selon le mode opératoire suivant :

Le matériel utilisé est nettoyé séparément, avant usage de la maniére suivante :

-Lavage de la verrerie a I’aide d’un détergent.

-Ringage a I’eau de robinet puis a 1’eau distillée.

- trempage de la verrerie dans 1’acide nitrique 10% pour une période d’au moins 24 heures.
-Ringage a I’eau distillée puis a I’eau ultra pure.

-Seéchage sous hotte a flux laminaire.

I11. Appareillage et réactifs

e Solution standard a 1,000 g/L de Cd.

e Solution acide Nitrique > 69%.

e Triton X-100.

e FEau ultra pure (conductivité égale a 0,0054uS/Cm).

e Modificateur de matrice Nitrate de Magnésium Mg(NO3)2.
e Agitateur magnétique

e FEtuve.

e Eprouvette graduée de 100mL

e Micropipettes réglable, de capacité 1 mL.

e Fioles jaugées classe A.

e Le spectrophotométre utilisé est un (PinAAcle 900H)

IV. Préparation des solutions

a. Préparation de la solution de dilution (0.2% HNO3 + 0.2% Tritonx-100)

On utilise une solution acide pour diluer les solutions successive afin de stabiliser les ions

présents dans le milieu. On utilise pour cela de 1’acide nitrique HNO3 69% et du Triton X de

qualité analytique pour les traces de métaux.
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1. Remplir la fiole avec I’eau désionisée jusqu'au trait de jauge

2. Prélever 2 ml de I’eau désionisée avec la pipette jaugée

3. Mesurer et introduire 1 ml d’acide nitrique et 1 ml de Triton x dans la fiole et agiter pour
bien homogeneiser.

b. Préparation de la solution mere de Cadmium a 1mag/l

Il s’agit de faire une préparation de 100 ml de Cd a 1 mg/I a partir d’une solution a 1000 ug/I
(Perkin Elmer pure iot : 19-70 CD*1)

ClLV1=C2V2 Vo=222 = 100l // V,=100p! solution standard de Cd +200pI de HNO3

~ 1000

1. Remplir la fiole de 100 ml a I’eau désionisée jusqu'au trait de jauge
2. Prélever 300pl de I’eau désionisée avec la pipette jaugée

1. 3. Mesurer et introduire 100ul d’une solution standard de Cd et 200ul de HNO3 dans
la fiole et agiter pour bien homogénéiser

2.

C. Solution ""2" de Cadmium a 50ug/1

Il s’agit de faire une préparation de 50 ml de Cd a 50 pg/l a partir d’une solution a 1mg/1

5050
=2.5ml
1000

Cl.Vv1=C2V2 V2=

V2 = 2.5 de solution 1 + 47.5 ml solution de dilution

1. Remplir la fiole @ 50 ml d’une solution de dilution jusqu'au trait de jauge
2. Prélever 2.5 ml de cette solution avec la pipette jaugée

3. Mesurer et introduire 2.5 ml d’une solution 1 dans la fiole et agiter pour bien homogénéiser

3. d. Solution 3" de Cadmium a 10ug/1

11 s’agit de faire une préparation de 50 ml d’une solution Cd a 10 pg/l a partir d’une solution 2
a 50ug/l
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V2=

50%10
= = 10ml
50

1. Remplir Ia fiole a 50 ml d’une solution de dilution jusqu'au trait de jauge
2. Prélever 10 ml de cette solution avec la pipette jaugée

3. Mesurer et introduire 10 ml d’une solution 1 dans la fiole et agiter pour bien homogénéiser

4, e. Modificateur de matrice

5. On a utilise 10 pg/l de modificateur de matrice Nitrate de Magnésium Mg(NO3)2.
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V. Parameétres instrumentaux de SAA ET

Les expériences ont été réalisées en utilisant un spectrometre d'absorption atomique

PinAAcle 900H équipé d'un atomiseur de graphite avec chauffage transversal.

Un AS900 auto-échantillonneur automatique de liquide été utilisé pour introduire les

échantillons.

Dans toutes les analyses, les tubes enduits de graphite pyrolytique ont été employés. Une

lampe a cathode creuse au cadmium a été utilisée comme source radiation (tableau 3)

L’Azote (pureté 99,997%) a été utilisé comme gaz de purge durant toutes les étapes a
I'exception de I'atomisation, au cours de laquelle le débit a été arréte.

A ces réglages, il faut ajouter paramétres concernant le four ainsi que le volume de la prise

d’essai de travail. Ces paramétres sont présentés dans le tableau 3 ci-dessous :

Tableau 3 : Réglage des paramétres de 1’appareil pour le dosage du cadmium

Parameétres Valeur
Four

Température d’injection 50 °C
Echantillonnage

Volume d’injection 30 uL

Préparation de la gamme étalon

Dilution automatique avec

le blanc d’étalonnage

Lampe

énergie de lampe
Alimentation de la lampe
longueur d'onde

largeur de bande spectrale

58

4 mA

357.9 nm

0,7 nm
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C’est la premiére fois que le cadmium sera analysé sur 1’appareil Pinacle 900H. Il ne nous
est pas possible donc de travailler avec un protocole pré établi. L’objectif du présent travail
est d’établir un programme thermique optimal et reproductible pour le dosage du cadmium.

Notre stratégie a été d’abord d’appliquer les conditions opératoires telles que décrites dans
la littérature et dans un second temps de sélectionner le programme thermique optimal en
fonction de deux critéres : allure du pic et valeur de I’absorbance intégrée obtenue.

Pour ce faire, les facteurs étudiés étaient : la température de pyrolyse, le temps de maintien de

cette température ainsi que la température d'atomisation.

|. Création d’un programme thermique et optimisation des

conditions opératoires

Les facteurs instrumentaux impliqués dans la détermination de la concentration de
cadmium dans le sang par ET AAS ont été optimisées en deux étapes. Nous avons étudié
principalement les deux parametres critiques : la température de calcination et la température
d’atomisation. La température de calcination a pour but d’éliminer toute matrice organique
qui serait présente dans le milieu. La température d’atomisation, quant a elle, va permettre

d’atomiser le métal a analyser.

Les courbes d'atomisation pour les analytes ont été obtenues en mesurant les valeurs
d'absorbance a différentes températures d'atomisation, tandis que les températures de pyrolyse
des analytes ont été maintenues constantes.

Dans un premier temps, pour avoir une estimation du programme thermique a appliquer nous
avons réalisé initialement une revue de la littérature traitant des méthodes de dosage du
cadmium par SAAET (tableau 2).

Nous observons une hétérogéneité des programmes thermiques appliqueés par les différents

auteurs. Les températures de pyrolyse sont comprises entre 400 et 1000 °C pour des

échantillons dosés avec ou sans modificateurs de matrices plus ou moins chargées. Selon ces
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mémes références et dans les mémes conditions d’utilisations, la température d’atomisation
varie entre 1300 et 1500 °C.

La plage de travail, les modifications expérimentales des températures ainsi que les valeurs
d'absorbance intégrées obtenues sont présentées dans les tableaux 2 et 3. Toutes les

expériences ont été effectuées dans un ordre aléatoire.
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Tableau 4 : Résumé des programmes thermiques appliqués dans la littérature

Afridi Losno Olmédo Rennan Vilar Lisia Mg
Auteur Rt Tm Rt Tm Rt Tm Rt Tm Rt Tm Rt Tm
TO TO TO TO TO TO
°C/S (sec) °CIS (sec) °CIS (sec) °C/S (sec) °CIS S °CIS S
100 10 5 90 15 10 90 10 5
Séchage 140 15 5 {110 20 90 100 25 5
120 5 10 ; 120 5 15 130 5 10
600 10 10 ;150 10 21
Pyrolyse | 850 10 20 | 450 20 60 800 15 12 | 700 50 15
700 10 5 1800 100 80
1700 2000 3
Atomisation | 2200 - - 11300 O 3 {1600 - - 11600 FP 6 {1500 3 0
2600 3000 12
Nettoyage |2600 1 3 {1900 5 5 {2600 - - 12500 100 5 2400 1 2 | 2600 1000 3
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I.1. Optimisation de la température de pyrolyse

Echantillon : eau ultra pure chargée a 1pug/l
Nombre de répliquat : 3

Température d’atomisation fixée a 1700°C

Tableau 5 : Modalités d’optimisation de la température de pyrolyse

Température ~ Température Ramp time Temps de
o DO (Abs)
d’atomisation  de pyrolyse (°c/sec) maintien
1700 500 50 15 0,0262
1700 550 50 15 0,034375
1700 600 50 15 0,0324
1700 650 50 15 0,0347
1700 700 50 15 0,036533
1700 750 50 15 0,04208
1700 800 50 15 0,04534
1700 850 50 15 0,0447

En premier lieu, I'effet de la température de pyrolyse sur I'absorbance du cadmium a été étudié
en utilisant une température d'atomisation fixe de 1700 C, une durée de pyrolyse de 15 s. La
température de pyrolyse entre 500 et 850 ° C. On mesure la variation de 1’absorbance de la
solution 1’étalon de cadmium a 1 ppb, nous obtenons la courbe ci-dessous (figure8) :
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Figure 8 : Courbe d'évaluation de la température pyrolyse sans utilisation d'un modificateur

chimique

La figure 8 montre qu'a partir de 550 a 700 °C, les signaux analytiques étaient pratiquement
constants alors que pour des valeurs plus élevées (750 °C) le signal a augmenté légérement.

Le tableau 5 montre que le signal d'analyse optimale (absorbance intégrée de 0,0447) a été

obtenu avec une température de pyrolyse de 850 ° C.

Le signal analytique comme seul critere de jugement ne suffit pas car celui-ci est une
intégration de 1’aire sous le pic (AUC) obtenu. Il est évident que le «pic idéal» pour les
méthodes ET AAS devrait étre grand (une plus grande zone intégrée garantit une plus grande

sensibilité) et étroite (résultant d'un processus d'atomisation rapide).

Les figures (9, 10,11) montrent 1’allure des pics obtenus avec des températures de pyrolyse de
550 °C, 700 °C et 800 °C successivement.
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Figure 9: Spectre d'absorbance intégré pour le cadmium a l'aide d'une température de
pyrolyse: 550 o C; température d'atomisation:1700 ° C.
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Figure 10 : Spectre d'absorbance intégré pour le cadmium a l'aide d'une température de
pyrolyse: 700 o C; température d'atomisation:1700 ° C.
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Figure 11 : Spectre d'absorbance intégré pour le cadmium a lI'aide d'une température de
pyrolyse: 800 ° C; température d'atomisation:1700 ° C.

L’augmentation de la température au-dela de 550 ° C génere un pic étendu plus large,

suggérant un mécanisme d’atomisation ralentie du Cd, nous décidons donc de porter la

température de pyrolyse a 550°C.

Cette méthode d’évaluation de I’allure du pic reste empirique et subjective. Certains auteurs

(2) ont développé un indice d'évaluation qualitative qui était calculé comme le rapport de la

hauteur du pic a la largeur du pic & la moitié maximum. La figure 12 montre I'expression pour

calculer le QEI (2).La hauteur et la largeur de chaque pic ont été mesurées a I'aide d'EXCEL a

cing chiffres significatifs. Cette notion est fort intéressante a développer dans 1’avenir.

o oS
o os
o oa
oo
o o=z
o ox
>
o
=3 x
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Figure 12: Détermination de QEI dans le signal analytique obtenu pour le cadmium par
ETAAS. (3)
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b. 1.2. Optimisation de la température d'atomisation

Pour I'optimisation de la température d'atomisation, le temps et la température de pyrolyse
ont été fixées a 15 s et 550 C, respectivement, et la température d'atomisation variait de 1600

a 2000 ° C. les résultats des expériences sont représentees dans le tableau 6

Echantillon : eau ultra pure chargée a 1 pg/l avec du cadmium.
Nombre de répliquat : 3
Température de pyrolyse fixée a 550°C

Tableau 6: Modalités d’optimisation de la température d’atomisation

Température de Température Ramp time Temps de
o DO (Abs)
pyrolyse d’atomisation (°c/sec) maintien
550 1600 15 3 0,0155
550 1700 15 3 0,018533
550 1800 15 3 0,025716
550 1900 15 3 0,051075
550 2000 15 3 0,0729

La courbe d'atomisation pour Cd sans modificateur (figure 13) montre le comportement
typique d'un élément volatil, c'est-a-dire un maximum, dans ce cas autour de 1500-1700 - C.
A partir de 1800 °C nous observons un effet positif indique gu'une augmentation de la
température d'atomisation contribue a une augmentation de l'absorption. Il arrive qu’a 2000
°C I’absorbance est maximum.
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Figure 13 : Courbes d'évaluation de la température d’atomisation sans utilisation d'un
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Cependant, I’augmentation de la température au-dela de 1700 ° C génére un profil
d’absorption a double pic pour la plate-forme atomisation, suggérant un mécanisme a deux
précurseurs pour I’atomisation du Cd. A contrario, a 1700 °C nous obtenons un pic d’allure

« idéale » tel que le démontre la figure 14.
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Le mécanisme de ce comportement peut étre expliqué en raison de la formation d'un
composé thermodynamiquement instable aux températures elevées. Ceci est di a la vitesse de
diffusion croissante a des températures plus élevées, ce qui entraine un temps de séjour plus

long des atomes dans le volume d'absorption d’ou I’allure « étalée » du pic d’absorption.(3)

Il semble évident que la plus grande sensibilité est atteinte lorsque la température
d’atomisation est de 1700 °C

La figure 13 montre gque les signaux d'analyse sont restés constants de 1600 a 1800 C, il vient
qu’a 2000 °C [D’absorbance est maximum. Ainsi, la température d'atomisation est choisie
1700 C, car il produit un signal d'absorption de cadmium avec une bonne forme et une
absorbance de fond faible (figure 14).

Le mécanisme de ce comportement Peut étre expliqué en raison de la formation d’une
thermodynamique Composé stable entre I'analyte (métal Cd) et le modificateur (Ni métal)

pendant le processus de traitement thermique antérieur.
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c. 1.3. Utilisation du modificateur de matrice Nitrate de palladium

Pd(NO3)2

Des solutions sans et avec le modificateur de matrice Nitrate de palladium Pd(NOz). ont été
¢tudiées comparativement. Différentes formes de signaux d’absorption ont été¢ obtenues pour

le Cd et sont représentées dans la figure 7.

Dans ce cas, aucun effet benéfique n'a été obtenu pour I'atomisation du Cd (figure 7) en raison
du fait que la quantité de 10ug/l est minimum (Pd(NO3)2) sur la surface du graphite et que
Pd(NOz3)2 n’a pas formé de composé thermodynamiquement stable avec le Cd au programme

thermique sélectionné.
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Figure 15 : Spectre d'absorbance intégré pour le cadmium avec I’utilisation d’un modificateur
de matrice Pd(NO3)2

Pourtant dans la revue de la littérature plusieurs auteurs ont étudiés I’effet de I’ajout des
modificateurs chimiques sur la détermination du Cd(2, 7) .Dasilva (8),Vilar (9) et Peireira
(10) ont rapporté une meilleure sensibilité en présence des modificateurs. Concernant notre
travail, la panne de ’appareil SAAET nous a empéchés de poursuivre les expériences et de

sélectionner le modificateur le plus approprié.
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Il aurait fallu établir des courbes de température de pyrolyse et d'atomisation des analytes
dans des solutions d'échantillon obtenues en présence ou en l'absence de modificateurs en
utilisant le programme de chauffage préétabli initialement. Cette démarche est consommatrice
de temps et de réactifs et a été inenvisageable dans notre cas en raison de la restriction du

temps et matériel.

De plus tous les auteurs succités suggerent que le type de modificateur et ses températures de
concentration, d'incinération et d'atomisation sont généralement considérés comme les
facteurs les plus importants(10).11 serait judicieux dans I’avenir de poursuivre cette démarche

analytique.

Il est vrai que dans notre travail les températures de pyrolyse et d'atomisation ont été
optimisées en utilisant une approche uni variée, comme pour un seul facteur donné, la

température est la seule variable qui détermine le signal mesuré.

Cependant, le résultat pourrait étre falsifié par des artefacts et suggérer des températures
moins optimales. En outre, des détails précieux peuvent étre négligés qui apparaissent dans les

courbes de pyrolyse et atomisation univariées «conventionnelles».

Pour pallier a ces inconvénients, des approches multivariées (outils chimio métriques) sont
utilisées de plus en plus dans la littérature pour déterminer les températures de pyrolyse et les
températures d'atomisation optimales. Au cours des derniéres années, ces outils chimio
métriques ont été appliqués fréquemment a I'optimisation des méthodes analytiques, compte
tenu de leurs avantages tels que la réduction du nombre d'expériences qui doivent étre
exécutées, ce qui entraine une consommation de réactifs plus faible et beaucoup moins de
laboratoire. En outre, ces méthodes permettent le développement de modéles mathématiques
qui permettent d'évaluer la pertinence ainsi que la signification statistique des effets des
facteurs étudiés et d'évaluer les effets d'interaction entre les facteurs. Si les effets d'interaction
importants entre les facteurs, les conditions optimales indiquées par les études univariées
seront différentes des résultats corrects de I'optimisation multivariée (2, 11, 12), Plus I'effet
d'interaction est important, plus la différence sera trouvée en utilisant des stratégies

d'optimisation multivariée et univariées.
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Ainsi, la procédure univariée peut échouer car l'effet d'une variable peut dépendre du

niveau des autres impliqués dans l'optimisation. C'est pourquoi les schémas d'optimisation

multivariés développent des modeles pour lesquels les niveaux de toutes les variables sont

modifiés simultanément. La premiere étape de I'optimisation multivariée consiste a filtrer les

facteurs étudiés (conception factorielle factorielle ou fractionnaire compléte) afin d'obtenir les

effets significatifs du systeme analytique. Apres avoir détermine les facteurs significatifs, les

conditions optimales de fonctionnement sont atteintes en utilisant des conceptions

expérimentales plus complexes telles que la matrice Doehlert (DM), les conceptions

composites centrales (CCD) et les conceptions a trois niveaux telles que le design Box-

Behnken (BBD) (figure 12). (2)

Cet outil permet d’obtenir des modeles quadratiques présentant 1’état critique (maximum,

minimum ou selle) (2).

Sur la base de ces résultats, les conditions expérimentales choisies pour la méthode ET AAS

sont résumées dans le tableau 7

Tableau 7 : Programme thermique four de graphite pour la détermination des conditions

opératoires du Cd par SAA-ET

Température Ramp time Temp de Int
Gaz

(°C) (°C /sec) maintien (sec) flow

Séchage 90 10 10 250
+

130 5 10 250
Pyrolyse 550 50 15 2.0 +
Atomisation 1700 1 3 0 0
Nettoyage 2450 1 5 250 +
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I est démontré que les températures d’atomisation sont en concordance avec la littérature.
Lisia et al (3) ainsi que Losno et al (4) ont travaillé a 1600°C qui proche de la température
appliquée dans notre méthode. Cependant il apparait que certains auteurs ont travaillé a des
températures plus élevées (Afridi et al (5) 2200 °C et et Olmédo (6) 2000 °C) au risque de

réduire la durée de vie des tubes graphites au fil du temps.

Les températures de pyrolyse sont quant a elles inférieures a celles décrites dans la littérature
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1. Résultats de ’analyse du Cadmium

11.1. Gamme d’étalonnage du cadmium

Le tableau 10 ci-dessous présente les résultats obtenus pour 1’établissement de la droite
d’étalonnage du cadmium a partir d’une solution étalon de cadmium a 1 ppb. La

représentation graphique de cette droite est désignée par la figure 16.

Tableau 8 : Gamme d'étlonnage cadmium

Concentration 0.5 1 15 2
(ppb)

Absorbance 0,056 0,1153 0,1827 0,2589

0,3

w=10,1352%-0,0158
R* =0,9965 +

0,25

0,2 /
0,15 /

0,1 //

0,05 /

o 0,5 1 15 2 2,5
Concentration en Cd (ppb)

Unité d'absorbance

Figure 16: droite d’étalonnage du cadmium

Le graphe A = f(C) est une droite ; visuellement la droite passe au plus prés des points
expérimentaux, la loi de Beer Lambert est vérifiee. Ce résultat est donc trés satisfaisant.
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La valeur du coefficient de corrélation R2 est de 0,996, tres proche de 1. La valeur de la pente

p a partir des valeurs de la gamme étalon est 0.0135 ua/ppb

11.2. Détermination de la limite de détection et quantification

Ces déterminations (Tableau 9) vont permettre de corriger la valeur de la concentration finale

en cadmium et d’éliminer les échantillons dont la teneur en métal est inférieure au seuil de

détection

Tableau 9 : Limites de détection et de quantification

\ Do Concentration (ug/L) |

Blanc 0.0013 0,12647929
Blanc 0.0018 0,130178
Blanc 0.0022 0,133136
Blanc 0.0023 0,133876
Blanc 0.0016 0,128698
Blanc 0.0007 0,122041
Blanc 0.0012 0,12574
Blanc 0 0,116864
Blanc 0.0004 0,116864
Blanc 0.0006 0,121302
Blanc médian 0,12647929

Ecart-type des blancs So 0,020346165

Limite de détection
XLD =3 S0+ XBL

0,187517786

Limite de quantification
XLQ =3,3 XLD

0.6188094

Ces calculs ainsi effectués, il apparait que la méthode de dosage possede un seuil de détection
faible de 0.06 pg/L ainsi qu’une limite de quantification de 0.18 pg/L tableau 8 .ceci signifie
que pour déterminer les valeurs définitives du cadmium dans les échantillons, on doit
retrancher la valeur du blanc médian aux échantillons ayant une concentration supérieure a
celle du seuil de détection. Si cette concentration est inférieure au seuil de détection, la teneur

en cadmium ne peut étre déterminée que par une borne supérieure.
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Conclusion

La spectrométrie d'absorption atomique électrothermique (ETAAS) est probablement la technique la
plus commune utilisée pour la détermination de faibles concentrations de cadmium dans les
échantillons biologiques, alimentaires et environnementaux. Sa popularité est due aux avantages
offerts par cette technique, comme un codt relativement faible, une efficacité et, en particulier, les
faibles quantités d'échantillons requises. Cette derniere caractéristique est essentielle dans I'analyse de

certains échantillons biologiques humains.

Cependant, certaines difficultés se produisent dans la détermination ETAAS Cd telles que les
effets d'interférence des anions et des cations, I'absorption non spécifique et la perte d'analytes par
volatilisation. Une optimisation minutieuse des conditions opératoire est indispensable afin d’avoir
une méthode de dosage performante et fiable. Il est nécessaire de réaliser une validation statistique de
la technigue analytique une fois les conditions optimisées.

En outre, la démarche d’optimisation implique beaucoup d’expériences qui consomment du
temps et des réactifs. Afin de pallier a ces difficultés des outils chimiométriques existent et permettent
une économie de temps et de réactifs.

Dans cette étude Nous n’avons pas eu I’occasion d’atteindre nos objectifs initiaux qui étaient de
réaliser une validation de la technique analytique du dosage du cadmium dans le sang et cela en raison
d’une panne de I’appareil SAAET. Il serait judicieux dans I’avenir de continuer ces travaux afin de
développer une technique fiable et robuste pour le dosage du cadmium dans le sang au niveau du

laboratoire de recherche toxicomed.
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Résumé

L'analyse de traces joue un rdle important en sciences médicales c’est le cas pour le biomonitoring des niveaux des métaux toxiques en
toxicologie professionnelle. Le cadmium (Cd) est un élément classé cancérogéne groupe 1 par le CIRC. Le probléme de sa toxicité est due

au fait qu’il est toxique a trés faible dose.

L’objectif de cette étude est de développer et d'optimiser une méthode d'analyse pour la détermination du Cd dans le sang, en utilisant un
spectromeétre d'absorption atomique PinAAcle 900H équipé d'un atomiseur de graphite avec chauffage transversal au niveau du laboratoire
de recherche Toxicomed.

Nous avons étudié principalement trois paramétres critiques : la température de calcination et la température d’atomisation et effet du
modificateur de matrice.

Aprés de multiples expériences ; le programme thermique optimum a été obtenu lorsque la pyrolyse a été réalisée a 550°C et I’atomisation a
1700°C sans utilisation de modificateur de matrice. La fonction d’étalonnage a été effectuée avec succés avec obtention d’une linéarité sur la
gamme des concentrations considérées 0.997, et la mesure des blancs a permis de révéler une limite de détection de 0,18 pug/L, et une limite
de quantification de 0.61 pg/L.

Nous pouvons conclure que I’application des différents critéres d’optimisation a montré que la méthode utilisée posséde de bonnes
performances. Cependant il est nécessaire de continuer ces travaux et réaliser une validation analytique afin de démontrer que la technique
posséde les performances nécessaires pour répondre aux exigences réglementaires dans le domaine des analyses prévues.

Mots clés : Cadmium, SAA-ET, validation, optimisation, dosage, trace métal

Abstracts

Trace analysis plays an important role in medical science, as is the case for the biomonitoring of toxic metal levels in occupational
toxicology. Cadmium (Cd) is an element classified as carcinogenic group 1 by IARC. The problem with its toxicity is that it is toxic at very
low doses.

The objective of this study is to develop and optimize an analytical method for the determination of Cd in blood, using a PinAAcle 900H
atomic absorption spectrometer equipped with a graphite atomizer with transverse heating at the level of Toxicomed research laboratory.
We have studied mainly three critical parameters: the calcination temperature and the atomization temperature and the effect of the matrix
modifier.

After many experiments; the optimum thermal program was obtained when the pyrolysis was carried out at 550 ° C. and the atomization at
1700 ° C. without using a matrix modifier. The calibration function was successfully performed with a linearity on the range of
concentrations considered 0.997, and the blank measurement revealed a detection limit of 0.18 pg / L and a limit of quantification of 0.61 pg
/L.

We can conclude that the application of the different optimization criteria has shown that the method used has good performances. However,
it is necessary to continue this work and carry out an analytical validation in order to demonstrate that the technique possesses the necessary
performances to meet the regulatory requirements in the area of the analyzes envisaged.
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